Effect of demineralization time on enamel caries-like lesions produced on smooth and occlusal surfaces : cross-sectioned microhardness and lesion depth analyses by Costa, Andréa Melo Moutinho da, 1970-
                                                                                                                                                 
i 
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS  
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 
 
 
ANDRÉA MELO MOUTINHO DA COSTA 
  
 
 
 
PRODUÇÃO DE LESÃO ARTIFICIAL DE CÁRIE EM SUPERFÍCIE OCLUSAL E LISA – 
ANÁLISE DA MICRODUREZA DO ESMALTE E PROFUNDIDADE DE LESÃO EM FUNÇÃO DO 
TEMPO DE DESMINERALIZAÇÃO. 
 
 
 
 
 
Tese de Doutorado apresentada à Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba da UNICAMP, para 
obtenção do Título de Doutor em Odontologia – 
Área de Odontopediatria. 
 
Orientadora: Profª Dra. Regina Maria Puppin 
Rontani 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Piracicaba 
2011 
Este exemplar corresponde à 
versão final da Teses/Dissertação 
defendida pelo aluno, e orientada 
pelo Profª. Dra. Regina Maria 
Puppin Rontani. 
 
 
Assinatura do Orientador 
                                                                                                                                                 
ii 
 
  
 
 
FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA POR 
GARDÊNIA BENOSSI – CRB8/8644 - BIBLIOTECA DA 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA DA UNICAMP 
 
 
              
C82p 
 
Costa, Andréa Melo Moutinho da, 1970- 
     Produção de lesão artificial de cárie em superfície oclusal e 
lisa: análise da microdureza do esmalte e profundidade de lesão 
em função do tempo de desmineralização / Andréa Melo Moutinho 
da Costa. -- Piracicaba, SP : [s.n.], 2011. 
 
     Orientador: Regina Maria Puppin-Rontani. 
     Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba. 
 
     1. Cárie dentária. 2. Esmalte dentário. 3. Dureza. 4. 
Microscopia de polarização. I. Puppin-Rontani, Regina Maria. II. 
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Odontologia 
de Piracicaba. III. Título. 
 
 
   
Informações para a Biblioteca Digital 
 
Título em Inglês: Effect of demineralization time on enamel caries-like lesions 
produced on smooth and occlusal surfaces: cross-sectioned microhardness and 
lesion depth analyses 
Palavras-chave em Inglês:  
Dental caries 
Dental enamel 
Hardness 
Microscopy, polarization 
Área de concentração: Odontopediatria 
Titulação: Doutor em Odontologia 
Banca examinadora:  
Regina Maria Puppin-Rontani [Orientador] 
Sandra Kalil Bussadori 
Fabiana Scarparo Naufel 
Fernanda Miori Pascon 
Alessandra Peres Mitsui 
Data da defesa: 28-07-2011 
Programa de Pós-Graduação: Odontologia 
 
 
 
                                                                                                                                                 
iii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                 
iv 
 
 
 
 
 
 
 
Esta pesquisa é a realização de um grande sonho. Para torná-lo realidade foi 
necessário coragem, determinação, paciência. Nas páginas a seguir, estão os 
achados científicos. Mas no meu coração, ficaram as lições de perseverança que 
me servirão por toda a VIDA. 
 
 
  
 
 
 
 
DEDICO ESTE TRABALHO 
 
 
 
Aos homens da minha vida... 
Ari Jorge Moutinho da Costa Junior, 
Ari Jorge Moutinho da Costa Neto, 
Felipe Melo Moutinho da Costa e 
Bernardo Melo Moutinho da Costa, e 
a minha mãe Maria da Conceição Nunes Melo. 
Pela compreensão dos momentos ausente, 
pela paciência, incentivo e principalmente 
por todo amor e carinho. 
Obrigada por tudo que fizeram para que meu 
sonho se tornasse realidade. 
Sem vocês eu não estaria aqui! 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
                                                                                                                                                 
v 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMENTOS ESPECIAIS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Senti a presença de DEUS em todos os momentos... difíceis,  felizes, 
árduos e gloriosos. Por isso agradeço-Lhe com a alma e com o coração.  
 
 
À minha orientadora, Profª. Dra Regina Maria Puppin Rontani,  
que esteve presente nos momentos necessários, 
acreditando no meu trabalho, compreendendo e respeitando 
meu tempo, limites e decisões.  
Admiro muito você como pessoa, profissional e pesquisadora, sem o seu auxílio, 
força e incentivo eu não teria conseguido. 
Agradeço por ter sido minha grande guia, pelas indicações, dicas, correções 
enfim, toda a somatória fundamental não só para a construção de um 
pensamento, mas para a maturidade de toda uma vida a seguir. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                 
vi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MEUS SINCEROS AGRADECIMENTOS 
 
 
 
À Profª Dra Mirela Sanae Shinohara,  
pelo encorajamento, pelo entusiasmo, pelo dinamismo.  
Pelo exemplo de profissional, de mulher e de amiga!  
Você impulsionou a realização de um sonho! 
 
 
Profº.Dr. Walmir de Albuquerque Barbosa, 
Profº. João Batista Noronha e a amiga 
Profª. Maria Eliana Cruz de Almeida, que juntos a mim, 
acreditaram e buscaram a concretização do DINTER UEA/UNICAMP. 
 
 
As minhas queridas alunas  
Vallidia Florindo Farias e 
 Shelda Juliana Murta. 
Obrigada pela oportunidade da troca de experiências e 
pelos bons momentos compartilhados. 
 
 
 
 
  
 
 
 
                                                                                                                                                 
vii 
 
AGRADECIMENTOS 
 
À Universidade Estadual de Campinas, na pessoa de seu Magnífico Reitor Profº. 
Dr. Fernando Ferreira Costa. 
 
À Universidade do Estado do Amazonas (UEA), na pessoa de seu Magnífico 
Reitor José Aldemir de Oliveira. 
 
A Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de 
Campinas, na pessoa de seu diretor, Profº. Dr. Jacks Jorge Junior. 
 
À Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade do Estado do Amazonas na 
pessoa de seu Diretor Cleinaldo de Almeida Costa. 
 
À Coordenadora do Curso de Pós-graduação em Odontologia da FOP/UNICAMP 
Prof.ª Dra. Cinthia Machado Tabchoury. 
 
Ao Coordenador Pedagógico do Curso de Odontologia da UEA, Profº. Dr. 
Benedito Taveira dos Santos, pelo apoio em todos os momentos em que precisei 
estar ausente das minhas atividades docentes. 
 
Ao Coordenador de Qualidade do Curso de Odontologia da UEA, Profº. Jonas 
Alves de Oliveira pelo incentivo e compreensão. 
 
Ao Pró –Reitor de Extensão da UEA e amigo Profº.  Dr. José Antônio Nunes de 
Mello, pelo crescimento pessoal e profissional. 
 
Ao Coordenador de Pós-graduação e Pesquisa do Curso de Odontologia Profº. Dr. 
Fabio Hiroyuki Ogata Mitsui, pela disponibilidade em ajudar sempre. 
 
À Coordenadora do Dinter em Odontologia Unicamp/UEA Prof.ª Dra. Maria Beatriz 
Duarte Gavião, pela colaboração em todos os momentos. 
 
A todos os professores do Curso de Pós-graduação em Odontologia – Dinter 
Unicamp/UEA pelos ensinamentos e atenção. 
 
Às Profas. De Odontopediatria FOP/UNICAMP Regina Puppin Rontani, Marinês 
Nobre dos Santos Uchoa, Maria Beatriz Duarte Gavião e Fernanda Miori Pascon 
pela oportunidade de aprendizado científico, e participação em todos os 
momentos. 
 
As Profas. da Disciplina de Odontopediatria da UEA Eliana Almeida, Savana Maia 
e Kathleen Rebelo, pela amizade e convívio durante todos esses anos na UEA e 
por acreditar neste projeto. 
                                                                                                                                                 
viii 
 
 
À Prof.ª Dra. Marinês Nobre dos Santos Uchoa, Profo. Dr. Érico Barbosa Lima e 
Profo. Dr. Flávio Baggio de Aguiar pelas correções e orientações na Qualificação. 
 
Ao Profo. Dr. JR Lauris, pela orientação paciente nas análises estatísticas. 
 
À Profa. Dra. Cintia Oda Carvalhal, amiga e companheira, pelo apoio nos 
momentos de fragilidade, pela confiança e carinho que me dedicou e pela alegria 
de descobrir uma profissional competente. 
 
À Profa. Dra. Alessandra Peres Mitsui pela ajuda teórica no projeto e pelo apoio 
durante o Doutorado. 
 
À Profa Dra. Sandra Kalil Bussadori, pela oportunidade de aprender algo novo, pela 
experiência pessoal e profissional transmitida. Obrigada por participar da 
especialização de Odontopediatria da UEA e acreditar em nosso projeto. 
 
Ao Profº. Dr. José Carlos Pettorossi Imparato, obrigada pela presença na 
Especialização de Odontopediatria da UEA, apoio e troca de idéias. 
 
À Profª. Dra. Eliana Rodrigues pelo incentivo e pelas palavras docemente sábias 
que contribuíram para que eu estivesse aqui hoje. 
 
À Profª. Dra. Fabiana Naufel pela disponibilidade em ajudar e carinho durante 
minha estada em Piracicaba. 
 
 À Profa. Dra. Tânia Alcântara, pela sensação de proteção e segurança, por estar 
sempre disposta a me amparar nas dificuldades, e vibrar comigo os momentos de 
vitória. 
 
À Profª. Dra. Flavia Cohen Carneiro e Profª. Dra. Augusta Bessa Rabelo por 
disponibilizarem o uso de equipamentos da Ufam. 
 
Ao técnico Marcelo Corrêa Maistro do Laboratório de Odontopediatria da 
FOP/UNICAMP pelo alegre convívio, pelo auxilio constante no reparo das 
soluções e nas dosagens e por ensinar o uso dos equipamentos com boa vontade 
e disponibilidade.  
 
À secretaria do Departamento de Odontologia Infantil Maria de Lourdes Campos, 
pela disponibilidade e carinho. 
 
Aos Funcionários do laboratório de Materiais Dentários da FOP-UNICAMP Marcos 
e Selma pelo auxilio em todos os momentos, e pelo convívio alegre e simples.   
 
                                                                                                                                                 
ix 
 
À amiga Ravana Sfalcin e Eliene Narvaes pela ajuda indispensável à realização 
da microscopia de luz polarizada e pelas palavras de carinho, amizade e 
disponibilidade. 
 
Às alunas de Pós-graduação de Materiais dentários Tatyana, Giovanna e Gislaine 
pela orientação no uso dos aparelhos e incentivo durante minha estada em 
Piracicaba. 
 
Às alunas de Pós-graduação de Odontopediatria da FOP pela disciplina, 
entusiasmo e alegre convívio. Aline Gerardes pelo auxílio nos procedimentos 
laboratoriais e Bruna pelo auxílio no uso do Microdurômetro 
 
 Aos Dr. André Barreiros, Dr. Brígido Nogueira, Dr. Gustavo Pires, Dra. Leoneide 
Moreira, pelo apoio e pelos materiais fornecidos à pesquisa. 
 
 
                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                 
x 
 
AGRADEÇO COM O CORAÇÃO 
 
 
 A minha Mãezinha, Concy, guerreira e incentivadora! Com você aprendi a ter 
sonhos, e a lutar por eles com honestidade e retidão de caráter. 
 
Ao meu Amor, Ari, pelo exemplo de coragem e otimismo, pelo apoio incondicional 
aos meus projetos e por todo seu amor. 
 
Aos meus filhos Ari Neto, Felipe e Bernardo pela paciência durante a minha 
ausência materna e carinho ao meu retorno, vocês são fruto de tudo o que sou. 
 
A minha irmã e melhor amiga Aline, pela constante presença, orgulhosa das 
minhas conquistas, sempre disposta a me incentivar, ao meu cunhado Daniel e a 
minha sobrinha linda Anna Carolina por todo amor e carinho (minha Dinda 
querida). 
 
Ao meu tio Manuel pelo exemplo de trabalho e luta pela vida. 
 
Aos meus sogros, Lourdinha e Ari Costa, pelo filho maravilhoso que têm e pelas 
palavras de incentivo e exemplos de justiça e dignidade. 
 
As minhas cunhadas Ana e Martha sempre prestativas e as minhas sobrinhas 
Laila, Maria Luiza e Manuela sempre alegres e carinhosas. 
 
Ao amigo Marcelo Coelho pelo incentivo e pela correção do texto. 
 
A toda minha família por comemorarem comigo as minhas conquistas, e pelo 
apoio nas horas difíceis. 
 
À Érica, Tatiana e Adriana por todo auxílio em todos os momentos alegres e nas 
horas mais difíceis, o meu muito obrigada. 
 
Ao amigo Tomé Thury, pelas orações em meu favor e pelas palavras de incentivo. 
 
Ciente de que seria impossível lembrar de todos que, direta ou indiretamente, 
contribuíram de alguma forma para a realização deste trabalho, deixo aqui meus 
sinceros agradecimentos àqueles que fizeram parte dessa minha conquista. 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                 
xi 
 
RESUMO 
 
Apesar do avanço da Odontologia Preventiva, a doença cárie ainda 
apresenta-se com alta prevalência na população geral, podendo considerar a 
superfície oclusal como a mais susceptível à manifestação de lesão subsuperficial, 
devido aos aspectos morfológicos estruturais. Porém, grande parte dos estudos in 
vitro de indução de cárie incipiente é dirigida em superfície lisa, escassos são os 
trabalhos em superfície oclusal. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar 
quantitativamente por Microdureza Transversal (MD) e qualiquantitativamente por 
Microscopia de Luz Polarizada (LP) o efeito do tipo de superfície (oclusal e lisa) e 
tempo de imersão (10h e 16h) em solução desmineralizadora subsaturada por 
hidroxiapatita, na produção de lesão artificial subsuperficial de cárie em esmalte 
(LASCE). Terceiros molares humanos recém-extraídos foram limpos e 
seccionados, obtendo-se por dente: dois fragmentos da superfície lisa (L) e um da 
oclusal (O). Para padronizar os dentes a serem submetidos ao desafio cariogênico 
o bloco mais plano da superfície lisa foi submetido à análise de microdureza, os 
dentes selecionados foram os que apresentaram dureza em torno da média com 
variação de mais ou menos 10%. Destes 45 blocos da superfície lisa e 45 da 
superfície oclusal do mesmo dente foram aleatoriamente selecionados, os 
fragmentos foram cobertos com verniz ácido-resistente deixando uma área de 4x4 
mm de esmalte exposto e divididos aleatoriamente em três grupos (n=15) para 
cada substrato superfície lisa - L [Controle (CoL), 10 horas (10L) e 16 horas  (16L)] 
e superfície oclusal - O [Controle (CoO), 10horas  (10O)  e 16 horas (16O)]. 
Posteriormente, os espécimes foram imersos na solução desmineralizadora 
subsaturada em relação à hidroxiapatita pelo tempo determinado de cada grupo, 
lavados e seccionados longitudinalmente na área exposta em duas partes. Cada 
parte de um fragmento foi embutida em resina acrílica, polida e analisada em MD 
e LP. Para análise da MD foram feitas 10 endentações em diferentes 
profundidades: 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 140, 170 µm em 3 pontos distintos, 
obtendo-se as médias em cada profundidade. Para LP, a profundidade das lesões 
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foram tomadas medias lineares da profundidade da lesão em 3 distâncias distintas 
e as médias obtidas. Foi realizada uma análise multivariada de modelo misto a 
três critérios para MD e o modelo misto a dois critérios para as medidas de LP. As 
comparações múltiplas foram obtidas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os resultados 
mostraram haver interação significativa entre os fatores grupo e profundidade 
(p<0,001). Independente da profundidade. A comparação geral pelas médias 
indicou que a MD na face O foi significativamente maior que na L, independente 
dos grupos e da profundidade. Quanto à profundidade das lesões, pode-se 
observar tanto na superfície L quanto O que o tamanho das lesões no tempo 16h 
(16L: 160,5µm; 16O:123,8µm) foram significativamente maiores que o tempo 10h 
(10L:97,6µm; 10O:115,4µm). Dessa forma, a imersão na solução 
desmineralizadora, independente do tempo 10 h ou 16 h, formou lesão de cárie 
subsuperficial em ambas as superfícies L e O. Estes resultados sugerem que o 
método adotado de indução química de lesão de cárie pode ser utilizado tanto em 
superfície lisa como em superfície oclusal nos estudos in vitro, independente do 
tempo 10 h ou 16 h. 
 
Palavras-chave: Cárie dentária, desmineralização, esmalte dentário, dureza, 
microscopia de polarização. 
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ABSTRACT   
 
Although preventive dentistry has constantly improved, dental caries is still 
highly prevalent in general population, whereas the occlusal surface is found to be 
the most susceptible to the onset of subsurface lesion, due to both morphologic 
and structural characteristics that can keep the dental biofilm undisturbed. 
However, most of the in-vitro studies on incipient caries induction is conducted on 
free surfaces of the tooth; scarce are the studies carried out on the occlusal 
surface. Thus, the objective of the present study was to assess quantitatively, by 
transversal microhardness (MH), as well as qualitative and quality quantitatively, by 
polarized light microscopy (PL), the effect of the immersion time (10h and 16h) on 
hydroxyapatite subsaturated demineralizing solution in order to produce 
subsurface artificial caries lesion in enamel (SACLE) on smooth and occlusal 
surfaces of third molar teeth. Human freshly extracted third molar teeth were 
cleaned and sectioned. It was possible to obtain two smooth (S) and one occlusal 
(O) fragments from each tooth. To standardize the teeth to be submitted to 
cariogenic challenge the block as flat smooth surface was submitted to 
microhardness analysis, the teeth selected were those with hardness around the 
average with a variation of plus or minus 10%. Of these 45 blocks and 45 of the 
smooth surface of the occlusal surface of the same tooth were randomly selected 
the fragments were covered with acid-resistant varnish except for an exposed area 
of 4 x 4 mm of enamel, being then randomly divided into three groups (n=15) for 
each substrate Smooth – S - [Control (CoS), 10 h (10S) and 16 h (16S)] and 
occlusal - O [Control (CoO), 10 h  (10O)  and 16 h (16O)] . Specimens were later 
immersed into the demineralizing for the specific period of each group, rinsed and 
sectioned in two parts through the long axis of the exposed area. Each part of a 
fragment was embedded into acrylic resin, polished and assessed by means of MH 
and PL. In order to carry out MH assessment, ten indentations were made in 
different depths: 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 140, 170 µm at 3 different points, 
where the averages in each depth was obtained. For the PL assessment, the 
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depths of the lesions were measured at 3 different distances, obtaining thus the 
averages. A multivariate assessment for mixed model was carried out at three 
criteria for MH and two criteria for the PL measurements. Multiple comparisons 
were submitted to Tukey test (p<0.05). Results showed that there was a significant 
interaction between the factors group and depth (p<0.001). General comparison of 
the averages indicated that MH in the O surface was significantly higher than in the 
S surface, regardless group and depth. Concerning lesion depth, it was possible to 
observe that the size of lesions for both S and O surfaces at 16 h (S:160.5 µm; 
O:1238 µm) were significantly greater than at time 10h (S: 97.6 µm; O: 115.4 µm). 
Thus, the immersion into the demineralizing solution, regardless of time 10 or 16h 
has formed subsurface caries lesion in both S and O surfaces. These results 
suggested that the approach used for caries lesion chemical induction can be used 
in both free and occlusal surfaces for in-vitro studies, regardless of time 10 h or 16 
h. 
 
Key-words: Tooth decay, demineralization, dental enamel, hardness, polarizing 
microscopy 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A lesão de cárie consiste num processo dinâmico caracterizando-se pelo 
desequilíbrio nos episódios de desmineralização e remineralização (Featherstone, 
2008) dos tecidos dentais, podendo eventualmente resultar em cavitação, caso o 
desequilíbrio seja mantido. O desenvolvimento da cárie depende de ácidos e 
enzimas produzidos pelas bactérias do biofilme estagnado por um período de 
tempo na superfície do esmalte (Featherstone, 1994). 
Nas últimas décadas pôde-se observar um considerável declínio na 
prevalência de lesões de cárie em superfícies lisas livres de crianças e 
adolescentes tanto nos países desenvolvidos (Hicks & Flaitz, 2000) como no Brasil 
(Narvai, 2000) que, segundo os dados do último levantamento epidemiológico do 
Ministério da Saúde (2010), está entre os Países com baixa prevalência de cárie 
na faixa etária de 15 a 19 anos. Contudo, o número de lesões em superfícies 
oclusais e proximais em pacientes de alta atividade continua elevado (Mejàre et 
al., 2004). Na verdade o que ocorreu foi uma alteração no padrão de distribuição 
das lesões concorrendo para que a superfície oclusal continue a ser a mais 
atingida, representando cerca de 55% a 60% de todas as superfícies cariadas na 
faixa etária de 5 a 17 anos de idade, em áreas com ou sem fluoretação das águas 
de abastecimento (Hicks & Flaitz, 2000).  
 A alta prevalência de lesões cariosas nessas superfícies parece estar 
relacionada ao maior acúmulo de biofilme na face oclusal dos molares, associado 
à formação de lesões iniciais, como demonstrado por Carvalho et al. (1989). A 
configuração anatômica particular da porção da superfície oclusal, onde as lesões 
de cárie se iniciam, explica porque as aberturas das cavidades oclusais são 
sempre menores que suas bases, o que difere da lesão inicial da superfície lisa, 
que aparece à microscopia de Luz Polarizada como uma área em forma de cunha 
com base voltada para superfície do esmalte (Ferjeskov, Nyvad & Kidd, 2005). 
Linhas de pesquisa utilizando substrato de esmalte cariado tem sido 
desenvolvidas para avaliar tanto o desenvolvimento, a progressão, quanto a 
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paralização das lesões (Ten Cate & Duijsters, 1982; Delbem & Cury, 2002; 
Argenta et al. 2003; Paes Leme et al., 2003; Paris et al., 2006; Kantovitz, 2010;  
Kantovitz et al. 2011). Para tanto, diversos são os modelos experimentais 
descritos na literatura utilizados para promover a formação de lesões de cárie 
(Featherstone, 1986). Porém os períodos de tempo variam de acordo com o 
desafio cariôgenico que se deseja empregar (Amaechi et al.1998). 
Estudos sobre as trocas minerais entre o meio e o substrato dental podem 
ser realizados in vitro, in situ e in vivo (White, 1992). 
Os modelos in vitro que simulam o desafio cariogênico que ocorre na 
cavidade bucal podem ser do tipo químico: estático – imersão do substrato dental 
em soluções (Paes Leme et al., 2003; Ferreira et al., 2007) ou géis ácidos White 
(1992), ou dinâmico – ciclos de desmineralização e remineralização 
(Featherstone, 1986; Ten Cate & Duijsters, 1982; Ten Cate, 2001) ou, ainda 
microbiológico – exposição do substrato a uma ou mais espécies de 
microrganismos cariogênicos (Gilmour et al.,1990; Gilmour & Edmunds, 1998; 
Francci et al., 1999; Torii et al., 2001). 
Todos os modelos de indução de cárie apresentam limitações, todavia 
alguns autores relatam que os modelos in vitro possuem grande importância em 
pesquisas pela baixa variabilidade dos resultados e alto nível de controle no 
experimento (White, 1995)  
O modelo químico dinâmico simula a dinâmica dos episódios físico-
químicos de desmineralização e remineralização (Featherstone, 1986; Ten Cate & 
Duijsters, 1982; White, 1992; Hsu et al.,1998) e forma lesões histologicamente 
semelhantes às que ocorrem na cavidade bucal, pode-se observar que na 
literatura a maioria dos trabalhos são realizados com a indução de cárie em 
superfície lisa, escassos são os trabalhos em superfície oclusal (Nobre dos 
Santos, 2002) talvez pela dificuldade de se trabalhar em uma superfície 
acidentada.  
Soluções desmineralizadoras subsaturadas em relação a hidroxiapatita 
relacionadas às lesões iniciais de cárie tem sido utilizadas para produção de cárie 
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subsuperficial (Paes Leme et al., 2003; Ferreira et al., 2007; Queiroz et al., 2008; 
Steiner-Oliveira et al., 2008; Pinto et al., 2009; Kantovitz et al., 2011) por 
permitirem a desmineralização do esmalte subsuperficial típica, sem erosão. 
Nesses casos, o tempo de imersão dos blocos de esmalte na solução pode ser 
determinante em relação a profundidade da lesão formada e a presença de erosão 
da superfície do esmalte (Ferreira et al., 2007). 
Além dos métodos in vitro químicos e microbiológicos para a indução de 
cárie empregando biofilmes mono ou multi espécies, desafios in situ têm sido 
utilizados por alguns pesquisadores (Featherstone, 1992; Featherstone & Zero, 
1992; Gilmour & Edmunds, 1997) produzindo lesões similares àquelas 
encontradas no processo natural, indicando uma boa alternativa para novos 
estudos. 
Alguns estudos in vitro têm sido amplamente utilizados para verificar a 
influência de diversos materiais restauradores e preventivos, com propriedades 
cariostáticas na dinâmica da cárie dental, em modelos que simulam desafios 
cariogênicos, com características comparáveis às encontradas in vivo (Grossman 
& Matejka, 1999) produzidas em curtos períodos de tempo e sob condições 
experimentais controladas (Gilmour & Edmunds, 1998; White et al.,1995).  
A determinação de parâmetros metodológicos para produção de lesões de 
cárie artificiais similares às lesões naturais seria oportuno para o desenvolvimento 
de pesquisas sobre os mecanismos de progressão e paralisação das lesões, de 
materiais restauradores ou mesmo preventivos com adesivos e selantes de 
fissuras (Gray & Shellis, 2002; Paris et al., 2006). Todavia, as lesões de cárie 
naturais diferem das lesões artificiais não só em relação à espessura e porosidade 
da camada superficial, mas também pela histologia do corpo da lesão e pela 
presença de cristais de fosfato tricálcico que são provenientes da interação entre 
os íons lixiviados da estrutura do esmalte pela desmineralização ácida (Meyer-
Lueckel & Paris, 2008). 
Variadas técnicas são utilizadas para mensurar as alterações que ocorrem 
nos tecidos dentais após os tratamentos. A análise de microdureza é utilizada em 
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vários estudos na Odontologia, por determinar a capacidade de deformação do 
substrato dentário mensurado. No esmalte, os valores de dureza podem estar 
relacionados com a sua resiliência mecânica, que é definida pela combinação do 
conteúdo inorgânico cristalino e da matriz orgânica, proteínas e lipídios. Mudanças 
na microdureza do esmalte podem ser mensuradas tanto na superfície do 
substrato (superfície exposta ao tratamento) como no sentido longitudinal 
(Featherstone, 1992). 
A análise da microdureza tem sido recomendada como um método 
adequado para detecção de lesões incipientes de cárie para ser usada em 
modelos de estudo. Contudo, há grande dificuldade para comparar os diferentes 
trabalhos, visto que são adotados variados testes para avaliar a microdureza 
(Donassolo et al. 2007) e variados parâmetros de análise, como Delta Z e Delta S 
(Kielbassa et al.,1999) que estimam a variação do conteúdo mineral nas 
superfícies de esmalte e tipos de esmalte variados. Boyle et al. (1998) 
compararam a produção de lesão subsuperficial de cárie em esmalte de pré-
molares e terceiros molares, e concluíram que terceiros molares não apresentam 
as mesmas características que pré-molares quando sob desafio de 
desmineralização por gel ácido, in vitro. Essa diferença pode ser atribuída à 
diferença na maturação pós-eruptiva, verificada pela alteração na suscetibilidade a 
cárie artificial com o aumento na idade pós-eruptiva do dente (Gangler et al., 1993) 
A microscopia de luz polarizada é considerada uma técnica simples, precisa 
e adequada para avaliação das alterações no esmalte, frente a diferentes 
tratamentos, e para evidenciar os estágios mais precoces do processo de 
desmineralização (Ten Bosh & Angmar-Mansson, 1991). Estudos relatam que por 
meio da microscopia de luz polarizada pode-se observar pelo menos 4 zonas 
pertencentes à lesão de cárie (Silverstone 1973, Moreno & Zahradnik, 1974): zona 
superficial , corpo da lesão, zona escura e zona translúcida. 
Dadas as diferenças quanto aos aspectos morfológicos-estruturais 
observados entre as superfícies lisa e a oclusal, tornam-se importantes mais 
pesquisas que enfoquem novos métodos de indução de lesão nessas superfícies, 
5 
 
na tentativa de interceptar o processo de desenvolvimento da cárie e no reparo 
das lesões cavitadas já instaladas por meio de novos materiais, bem como 
diferentes tempos de imersão em solução produtora de cárie em esmalte. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
Silverstone (1973) pôde observar por microscopia de luz polarizada a 
presença de quatro zonas no esmalte cariado: 1- zona superficial a qual é uma 
camada relativamente intacta, de aspecto normal, com perda mineral de 
aproximadamente 1%, cuja profundidade varia entre 20 e 50μm, clinicamente a 
superfície parece intacta; 2- corpo da lesão é a área de maior largura, com perda 
mineral mais pronunciada, aproximadamente 50% e apresenta a maior 
porcentagem de poros em volume; 3- zona escura a qual só pode ser visualizada 
após embebição em quinolina, observa-se nesta região gradual diminuição das 
perdas minerais; 4- zona translúcida não está presente em todas as lesões e 
representa a frente de avanço da lesão sua espessura varia de 5 a 100µm, com 
perda mineral de 1%. 
Em 1974, Moreno & Zahradnik observaram a formação de lesões 
incipientes de cárie, por meio de modelos laboratoriais utilizando pó de esmalte. 
Esta formação deu-se por três formas: por aumento na viscosidade média da 
solução-tampão, pela  ausência de agitação da solução para manter intacta a 
camada de difusão nas imediações da superfície do dente e pela adição de cálcio 
e fósforo. Este último procedimento reduziu os gradientes de difusão no transporte 
de cálcio e fósforo da camada superficial para a solução-tampão. Foi evidente 
que, para a mesma concentração de solução-tampão, o valor inicial de pH 
determinou a ocorrência de desmineralização subsuperficial. Por outro lado, para 
o mesmo pH inicial com os mesmos valores da solução-tampão, a concentração 
tornou-se fator determinante. Em todas essas experiências com solução-tampão 
em contato com os dentes, não houve diferença na desmineralização 
subsuperficial. 
Ten Cate & Duijsters (1982) realizaram o primeiro modelo de ciclagem de 
pH. Eles produziram lesão de cárie subsuperficial pela imersão de dentes bovinos 
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em soluções desmineralizadora (DES) e remineralizadora (RE), alternadamente. A 
solução DES era constituída por 2,2 mmol/L de cálcio, 2,2 mmol/L de fósforo e 50 
mmol/L de ácido acético em pH 4,7 e a solução RE continha 1,5 mmol/L  de cálcio, 
0,9 mmol/L de fósforo, 130 mmol/L de cloreto de potássio e 20 mmol/L de tampão 
cacodilato em pH 7,0. Adicionalmente, foram acrescentados 2ppm de fluoreto nas 
soluções usadas para alguns grupos. A ciclagem foi realizadas durante 10 dias e 
os espécimes foram mantidos na solução DES por 3 ou 8 h diárias. Valores de 
cálcio, fósforo e flúor na solução foram determinados durante o processo e as 
lesões foram avaliadas por análise de microdureza e microrradiografias. Segundo 
os autores, as condições experimentais do estudo foram semelhantes às in situ, 
comparadas com estudos de desmineralização e remineralização. 
 O objetivo do estudo de Featherstone et al.(1986) foi utilizar os resultados 
de experimentos in vivo para desenvolver um modelo in vitro de ciclagem de 
desmineralização/ remineralização que imitavam os resultados in vivo, e utilizar 
este modelo para verificar os efeitos diferentes concentrações de flúor para 
auxiliar  na remineralização de dentes de pacientes ortodônticos. Foram usados 
para o estudo dentifrício com fluoreto de sódio (NaF com 1000ppm F) em 
combinação com enxaguatório bucal contendo fluoreto de sódio (NaF 0,05 por 
cento) e ou tratamento com flúor fosfato acidulado tópico. A desmineralização foi 
avaliada em dentes extraídos após um mês. O creme dental com NaF permitiu a 
perda mineral de 5-15 por cento, na  profundidade de 75µm imediatamente 
adjacente ao braquetes ortodônticos.O creme dental associado ao enxaguatório 
bucal diário tiveram completa proteção contra a desmineralização.Os resultados 
foram reproduzidos, em um modelo de ciclagem in vitro de desmineralização e 
remineralização por 14 dias,adicionando flúor por 5minutos, diariamente.Dois tipos 
de cremes dentais foram utilizados neste modelo, verificando uma remineralização 
em ambos. Esta pesquisa apoia o conceito de que a freqüência diária de 
aplicações de produtos com flúor de baixa concentração para a eliminação de 
cáries, devem ser utilizados em situação de alto desafio cariogênico . A presença 
contínua de baixas concentrações de flúor na saliva  parece inibir efetivamente a 
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desmineralização e melhorar a remineralização, mesmo em casos de alta 
suscetibilidade a cárie. 
 Em pesquisa realizada por Carvalho et al.(1989) as superfícies oclusais de 
primeiros molares permanentes parcialmente ou totalmente erupcionados foram 
examinadas com relação à ocorrência e distribuição de placa e cárie dentária em 
um grupo de 57 crianças de seis a oito anos de idade. As crianças foram 
classificadas em quatro grupos que variaram de um dente que irrompeu 
parcialmente até a oclusão completa. Para placa oclusal foram realizados dois 
tipos de análises: (1) placa visível e (2) mapeamento detalhado, por meio de um 
sistema de detecção de placa. A cárie dentária também foi registrada. O registro 
da placa foi realizado após a profilaxia profissional e repetido após 48 horas sem 
higiene bucal, os resultados mostraram uma redução significativa na placa 
facilmente detectável nos dentes totalmente irrompidos. O mapeamento detalhado 
mostrou um padrão preferencial em locais relacionados à macromorfologia das 
superfícies oclusais, que revelou  diminuição da frequência de acúmulo de placa 
nos dentes totalmente erupcionados. A proporção de lesões ativas foi reduzida em 
dentes totalmente irrompidos, e  foram paralisadas quando observadas no mesmo 
grupo. Isto indica que dentes em erupção são mais susceptiveis ao 
desenvolvimento de cárie, devido às condições favoráveis para o acúmulo de 
placa. Uso funcional dos dentes, além de um melhor acesso para escovação pode 
promover a paralisação das lesões iniciadas durante a erupção. 
Gilmour et al. (1990) avaliaram a microinfiltração ao longo das paredes de 
cavidades restauradas usando uma técnica microbiana in vitro. Dentes humanos 
contendo cavidades restauradas com compósitos microparticulados 
posteriormente foram incubados em caldo, inoculados com uma única cepa de 
Streptococcus mutans, por 10 dias ultilizando técnica de cultura seqüencial. A 
avaliação da microinfiltração foi realizada pela análise das secções dos dentes por 
histopatologia através da luz polarizada onde foi observada a presença ou 
ausência de lesões de cárie, nas paredes das cavidades como uma zona 
translúcida em 31%. Na superfície das lesões também foram examinadas e 
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observadas zonas características semelhantes as de lesões iniciais de cárie 
natural.   
Na pesquisa realizada por Ten Bosh & Angmar Mansson, 1991 vários 
métodos disponíveis para analisar os parâmetros da lesão de cárie foram revistos. 
Os princípios básicos de cada método foram resumidos, e suas características 
foram discutidas. Estudos prospectivos verificaram as medidas de pequenas 
mudanças no conteúdo mineral do dente. Análises quantitativas das alterações no 
conteúdo mineral em uma  lesão de cárie são desejáveis. Os métodos 
quantitativos podem ser destrutivos ou não destrutivos, estes últimos permitem 
que estudos longitudinais possam ser realizados. Para cada método foi verificado 
a correlação entre os parâmetros mensurados e a perda mineral, o intervalo útil de 
perda mineral, o limiar de discriminação, bem como a repetibilidade. Verificou-se 
que, com exceção da microrradiografia transversal e  os métodos de microdureza, 
a maioria das análises são utilizadas em um ou dois centros de pesquisa apenas. 
Esta situação é agravada pelo uso de diferentes modelos de cárie em diferentes 
centros de pesquisa, sendo assim os resultados de diferentes centros não podem 
geralmente ser validados pelos outros, dificultando o progresso científico. Para a 
compreensão do processo de formação e prevenção de cárie in vivo, estudos in 
vitro, in situ com dispositivos intra-orais, estudos com dentes naturais com indução 
de cárie em dentes com extração indicada, ou ainda estudos de longo prazo que 
ocorrem naturalmente em lesões incipientes tratados com técnica não invasiva 
são ultilizados. Como o número de pessoas para tais estudos é geralmente 
limitado, estudos longitudinais requerem métodos não destrutivos para as medidas 
quantitativas de progressão ou regressão da lesão. Tais métodos podem incluir o 
uso de métodos não destrutivos para as secções de dentes, ou a aplicação de 
microdureza transversal e / ou microscopia de luz polarizada em uma única 
secção da amostra. 
O objetivo do trabalho de Featherstone (1992) foi avaliar técnicas e 
modelos intra-orais, visando estabelecer uma relação entre estudos in situ e 
ensaios clínicos. Em geral, os modelos in situ são usados para avaliar o resultado 
10 
 
dos estágios iniciais do processo de cárie, e podem ser usados como  estudos 
intermediários, entre estudos in vitro, com animais de laboratório e testes clínicos 
com objetivo de realizar pequenas mudanças nas pesquisas, que poderiam ter 
possíveis efeitos adversos na cavidade bucal. São utilizados também,em casos 
onde são necessários a incorporação de outros produtos como o flúor e seus 
mecanismos de ação e propriedades anticárie, para demonstrar o efeito da 
remineralização / desmineralização na cavidade bucal. Contudo o modelo in situ 
não deve ser tomado como um modelo único de teste em pesquisas, nem ser 
utilizado de forma isolada,  outras técnicas de avaliação devem ser utilizadas, 
como Microdureza Superficial e Transversal, Microrradiografia, Luz polarizada 
entre outros. 
 Featherstone & Zero (1992) documentaram a evolução dos modelos in situ 
no processo de remineralização e desmineralização. Desenvolvendo um modelo 
baseado a partir dos sucessos e dos fracassos encontrados por outros 
investigadores. Cinco características foram definidas para o modelo desenvolvido: 
1- o esmalte polido se mostrou ser muito melhor reproduzível que o esmalte 
natural; 2- para a avaliação da microdureza de lesões superficiais, seriam 
necessárias duas semanas ou menos de tempo de desmineralização; 3- varios 
estudos seriam necessários para determinar a espessura da camada de placa 
bacteriana a ser formada no dispositivo intra-oral; 4- o tempo de “wash-out” 
deveria ser determinado por teste piloto; 5- a microdureza transversal e de 
superfície foram técnicas consideradas apropriadas de avaliação, mas devem ser 
cuidadosamente usadas e interpretadas.  
De acordo com o trabalho de White (1992) o desenvolvimento de métodos 
para a avaliação da atividade anticárie do flúor tópico tem sido o objetivo de 
pesquisadores durante algum tempo. Estes métodos podem fornecer informações 
úteis que vão, desde a identificação de novos agentes para o progresso em testes 
clínicos, como para a regulamentação de vários produtos comerciais. Variados 
métodos de ensaio, os chamados perfis, são utilizados pelos fabricantes  para 
provar que as mudanças nas formulações não alteram a eficácia dos produtos. 
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Historicamente, as combinações de modelos in vitro e in vivo tem sido utilizados 
para as pesquisas básicas, bem como para estes fins, no entanto, nos últimos 
anos, o uso de aparelho intra-oral em modelos in situ aumentou. Neste trabalho, 
foram utilizados métodos in vitro, in situ e in vivo,de acordo com os protocolos 
usados atualmente em testes, e as principais vantagens e limitações de cada um 
como suas aplicações foram avaliadas. Como resultado foram fornecidos dados 
sobre as circunstâncias do uso adequado dos métodos de ensaio e de novas 
formulações a serem utilizadas. 
O Trabalho de Gangler et al. (1993) teve como objetivo determinar a 
suscetibilidade de dentes permanentes recém-erupcionados e maduros à indução 
de cárie artificial. Dois grupos de dentes livres de cárie foram utilizados. Grupo 1: 
constitiu–se de 38 dentes extraídos por motivos ortodônticos (crianças 9-12 anos), 
grupo 2: de 40 dentes extraídos por razões periodontais (pacientes 45-65 anos). 
Após a limpeza profunda, uma janela foi isolada na superfície incisal em dois 
terços da superfície vestibular. Após a desmineralização, com 6% de gel de HEC 
em pH 4,9, por 8 dias, secções longitudinais foram preparadas para estudos e 
embebidas em água para análise em luz polarizada e espectrometria de massas 
de íons secundários (SIMS). Nos dentes jovens, as lesões pareciam ser uniformes 
em toda extensão no esmalte, enquanto que nos outros dentes a lesão mostrou-se 
com zonas mais finas e menos acentuadas na superfície e maior profundidade do 
corpo positivamente birrefringente da lesão. Dados de microscopia de luz 
polarizada e SIMS apoiam a hipótese de que existem diferentes vias no esmalte 
no inicio do processo natural de cárie. 
O artigo de Featherstone (1994) revisa o mecanismo de formação da cárie 
dentária e do papel do flúor na inibição ou reversão desse processo. Os estágios 
iniciais da cárie de raiz são comparáveis à cárie de esmalte, sendo a dissolução 
mineral resultante de ácidos gerados pelo metabolismo bacteriano. A fermentação 
de carboidratos por bactérias orais, incluindo estreptococos mutans e lactobacilos, 
iniciam o processo de cárie de raiz, removendo minerais, depositados na matriz 
orgânica que é composta principalmente de colágeno. Posteriormente a essa 
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desmineralização, o material orgânico pode ainda ser separado por enzimas 
bacterianas. De acordo com este estudo o flúor pode inibir a perda de minerais 
durante o processo de dissolução ácida e aumentar a remineralização de forma 
semelhante ao que ocorre no esmalte dentário. 
Segundo White (1995) a ciclagem de pH simula as variações dinâmicas 
associadas à saturação de mineral e pH, como processo natural de cárie. É esta 
dinâmica do método que o diferencia de outros modelos de indução de lesão de 
cárie artificial, como a imersão em solução tampão de acetato ou lactato, imersão 
em culturas de bactérias acidogênicas e contato com gel acidificado, cujo 
comportamento estático simula uma condição de ataque ácido diferente do que 
ocorre no ambiente bucal. Dessa forma, quando o substrato dental é mantido na 
solução desmineralizadora, composta de tampões ácidos com cálcio e fosfato em 
pH baixo, mimetizam-se os vários  momentos de queda de pH que ocorrem no 
biofilme dental e na superfície do esmalte diariamente. O estágio de 
remineralização, por sua vez, é simulado com o emprego de soluções contendo 
cálcio e fosfato em um grau de saturação semelhante ao da saliva.  
Ten Cate et al. (1995) escolheram o método de ciclagem de pH para avaliar 
os efeitos da desmineralização e da remineralização sobre restaurações de 
cimento de ionômero de vidro (CIV) em esmalte e dentina. As amostras foram 
submetidas a 6 períodos de meia hora em solução desmineralizadora, distribuídos 
igualmente ao longo de 16 horas. Durante o tempo remanescente do dia e durante 
a noite, as amostras foram submetidas a uma solução remineralizadora. Ambos os 
tipos de solução eram compostas de 1,5 mmol/L de cálcio (como CaCl2) e 0,9 
mmol/L fosfato (como KH2PO4), com 20 mmol/L de tampão HEPES pH 7,0 e força 
iônica final de 0,15 na solução remineralizadora e 50 mmol/L de tampão acetato 
com pH 4,8 adicionado à solução desmineralizadora. Todos os espécimes foram 
submetidos a dois ciclos consecutivos de cinco dias. Durante o fim de semana, os 
espécimes foram mantidos na solução remineralizadora. Os autores concluíram 
que o flúor liberado pelo CIV diminuiu a permeabilidade devido a 
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hipermineralização causando menor sensibilidade da dentina das paredes da 
cavidade. 
O objetivo do estudo de Gilmour et al. (1997) foi avaliar a eficácia de uma 
restauração de cimento de ionômero de vidro (CIV) convencional comparada a 
restauração de compósitos, em relação a liberação de flúor, quando exposta a um 
sistema cariogênico artificial microbiano. Lesões artificiais de cárie foram 
produzidas ao redor das restaurações, foram examinadas e classificadas como 
lesões externas ou lesões de parede. O modelo piloto permitiu comparar 2 
restaurações experimentais em diferentes sítios na superfície radicular. Estas 
restaurações foram realizadas na superfície radicular ou posicionadas na junção 
amelocementária. A profundidade das lesões foi significativamente mais rasa 
(p<0,001) em todos os sítios adjacentes ao ionômero de vidro, quando 
comparadas com as restaurações de compósitos. Lesões de parede adjacentes a 
restaurações de compósitos foram significativamente (p<0.01) mais prevalentes. 
Em conclusão, o CIV foi bem sucedido em reduzir as lesões de cárie produzidas 
na adjacência da superfície radicular. Esse resultado mostrou que a liberação de 
flúor desse material melhorou a integridade marginal, quando comparada com ao 
compósito usado. 
O estudo de Amaechi et al. (1998) teve como objetivo determinar o efeito da 
temperatura, duração da exposição, posição na superfície do esmalte, e o tipo de 
solução  desmineralizadora  na produção de lesão artificial de cárie, em esmalte 
bovino in vitro, e estabelecer as condições para a formação de cárie artificial. As 
lesões de cárie artificial em esmalte foram produzidas na  incisal, terço médio e 
cervical, com um sistema de gel acidificado de hidroxietilcelulose ou uma solução 
tampão ácida parcialmente saturada a temperatura de 20°C ou 37ºC por 3, 4 ou 5 
dias. As variáveis (profundidade da  lesão/ perda mineral) foram quantificadas. 
Lesões subsuperficiais regulares foram produzidas em todos os espécimes em 
solução tampão ácida no período de 3 dias em qualquer temperatura. No gel, 
lesões artificiais de cárie foram produzidas em 62% das amostras a 37 º C e em 
49% a 20°C, enquanto as amostras restantes ficaram amolecidas ou sofreram 
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erosão. A perda mineral e a profundidade da lesão foram significativamente 
maiores com o tampão do que com o gel, e com aumento do tempo de exposição 
em qualquer solução. Não houve diferença significativa para ambas as variáveis 
como a posição ou a temperatura em qualquer solução. Concluiu-se que a lesão 
de cárie artificial pode ser consistentemente produzida em esmalte bovino com 
solução tampão ácida parcialmente saturada a 20°C ou 37 ºC. 
No estudo de Boyle et al. (1998) comparou-se as lesões subsuperficiais 
produzidas em terceiros molares, por um método otimizado a partir da 
experiências com pré-molares. No estudo utilizaram 10 dentes pré-molares, 
extraídos por motivos ortodônticos e 20 terceiros molares livres de cáries, trincas, 
restaurações e malformações do esmalte. Os terceiros molares consistiram de 
cinco conjuntos de 4 dentes, removidos de indivíduos com menos de 40 anos. 
Observou-se que os terceiros molares não se comportaram da mesma maneira 
como os pré-molares, quando passam pela desmineralização in vitro. Neste 
estudo, a taxa de formação da lesão subsuperficial em terceiros molares foi menor 
que a de pré-molares em condições equivalentes e só aumentou em regime de pH 
mais baixo. Esta diferença signicante pode ser explicada pela origem dos dentes 
utilizados no estudo. Os pré-molares utilizados foram dentes quase que 
exclusivamente extraídos durante a adolescência. Em contraste, o terceiros 
molares foram extraídos de um grupo de pacientes variando em idade entre 19 e 
38 anos e todos estavam em comunicação com o meio bucal antes da remoção. 
As condições ideais para a criação de lesões de cárie subsuperficiais em terceiros 
molares no presente estudo foram para o pH de 4,0 e temperatura de 20° C, 
sendo este um regime semelhante às produzidas nos pré-molares em pH 4,5 e 
20° C. Conclui-se que terceiros molares e pré-molares são substratos confiáveis 
para produção de lesão artificial. 
O estudo de Gilmour & Edmunds (1998) examinou histológicamente  
aparência a lesão de cárie artificial formada adjacente a um material sem flúor 
(amálgama), um material com baixa quantidade de flúor (compósito) e um material 
com quantidade moderada de flúor (cimento de ionômero de vidro). O  método de 
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cárie artificial utilizado para produzir lesões foi um sistema microbiano usando 
Streptococcus mutans NCTC10832. As lesões produzidas foram semelhantes as 
lesões que ocorrem naturalmente em muitos aspectos, indicando a utilidade desta 
técnica in vitro. Variações na aparência das lesões foram encontradas junto aos 
diferentes materiais pesquisados sendo assim o efeito do flúor contido em dois 
dos materiais, foi discutido. 
Pimenta et al. (1998) avaliaram a inibição da desmineralização in vitro ao 
redor de restaurações de amálgama, com diferentes tratamentos das paredes 
cavitárias. Terceiros molares humanos restaurados foram submetidos a um regime 
de ciclagem de pH baseado nos estudos de Featherstone et al. (1986) por 14 dias, 
totalizando 10 ciclos de 24h. Os dentes permaneceram em 100 mL de solução 
desmineralizadora (2,0mM Ca, 2,0mM PO4, 74 mM acetato, em pH 4,3) e por 6h e 
na solução remineralizadora (1,5mM Ca, 0,9mM PO4, 0,1mM Tris, em pH 7,0) por 
18h a 37ºC. Simultaneamente ao desafio cariogênico, 200 ciclos térmicos foram 
realizados. Neste trabalho, o uso do sistema adesivo sob a restauração de 
amálgama reduziu significativamente a formação das lesões de cárie em 
comparação aos demais tratamentos, embora nenhum destes tenha evitado a 
desmineralização. 
Hsu et al. (1998) estudaram o efeito cariostático in vitro de materiais 
restauradores contendo flúor após o envelhecimento. Os autores testaram 
amálgama e resina composta com e sem flúor na composição, e um CIV, em 
restaurações classe V, recentes ou envelhecidas por duas semanas. Após a 
termociclagem, grupos de cinco dentes foram imersos em 150 mL de meio de 
cultura TSB-YE suplementado com 1% de sacarose e 1% de glicose e inoculado 
com 2,0 mL de uma suspensão de Streptococcos mutans. Os meios foram 
renovados a cada 48h, por oito dias. Após o desafio cariogênico, para realizar 
medidas e verificar a profundidade e a área das lesões, foram feitas secções de 
100 20 µm e visualizadas em microscópio de luz polarizada embebidos em 
água. Os autores concluíram que tanto o amálgama (com 79,9 µm) como o 
cimento de ionômero de vidro (com 106,0 µm), mesmo após um processo de 
16 
 
envelhecimento de duas semanas, tiveram um efeito significativo na prevenção da 
cárie in vitro em modelo bacteriano.  
O objetivo do estudo de Francci et al. (1999) foi medir a liberação de  flúor, 
a partir de vários materiais restauradores adesivos e avaliar seus efeitos sobre a 
resistência à desmineralização na dentina, em um estudo in vitro modificado. Duas 
cavidades com profundidades padronizadas até a dentina (1.8 mm de diâmetro) 
foram preparadas em dentes bovinos. Uma cavidade em cada dente foi restaurada 
com um dos seguintes sistemas restauradores: a) Single Bond® e Z100®; b) Single 
Bond® e Tetric Ceram®; c) Fuji Bond LC® e Z100®; d) Fuji Bond LC® e Tetric 
Ceram®; e) Fuji II LC®; ou f) Fuji IX GP®. No grupo controle as outras cavidades de 
cada dente foram restauradas com cera. Para cada sistema restaurado, 12 
espécimes foram avaliados quanto à liberação de flúor nas primeiras 24 horas, 
após a colocação da restauração. A área de dentina adjacente aos locais 
restaurados foram submetidas a um desafio com ácido lático (pH 4,3), durante 3 
horas e  após a liberação de cálcio foi medida. Outros 12 espécimes de cada 
grupo foram armazenados por 24 horas em água deionizada, e foram expostos a 
uma suspensão de S. mutans (1.1 THB/ água deionizada e 50 mM glicose, A 
660=0.2) durante 6 horas, seguido pela mensuração da liberação de cálcio do pH. 
Corpos de prova de cada material foram confeccionados e armazenados em água. 
O flúor liberado do Fuji Bond LC, Fuji IX GP e Fuji II LC foi significativamente 
maior do que de outros materiais. Nos espécimes de dentina restaurada, o 
aumento da resistência a desmineralização do desafio de ácido lático foi 
diretamente relacionada à liberação de flúor. Os mesmos efeitos foram 
observados como resultado do desafio de S. mutans. A relevância clínica dos 
resultados no estudo não ficou estabelecida, apesar da liberação de flúor dos 
materiais restauradores utilizados aumentarem a resistência à desmineralização 
da dentina nesses métodos. 
Grossman & Matejka (1999) descreveram e compararam a ocorrência, a 
frequência e o padrão de desenvolvimento de lesões artificiais de cárie secundária 
em pré-molares humanos restaurados ou não com amálgama. De um total de 132 
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dentes, 12 não foram restaurados e os outros 120 foram divididos aleatoriamente 
em 20 grupos com diferentes combinações de materiais restauradores: dois 
apenas com amálgama de prata, seis com materiais de base e dois com diferentes 
tipos de vernizes. Os dentes foram envelhecidos por períodos de três meses a um 
ano. Oitenta dentes restaurados e o grupo controle foram imersos individualmente 
em meio de cultura BHI contendo 3% de sacarose e inoculado com S. mutans, por 
36 dias a 37ºC. Os 40 dentes remanescentes foram submetidos ao modelo 
químico estático, utilizando regime de incubação similar, mas acidificando o BHI 
com lactato até um pH de 4,0. Por meio do microscópio de luz polarizada a maior 
profundidade, a maior largura e a área externa das lesões e foram medidas. 
Microscopicamente, foi observado que as lesões de cárie induzidas pela solução 
ácida apresentaram forma regular na interface dente restauração, diferente das 
induzidas pelo desafio bacteriano. 
O objetivo do estudo de Kielbassa et al. (1999) foi avaliar a correlação entre 
microdureza (MD) e microrradiografia transversal (TMR) dos dados observados 
em lesões de cárie induzidas in situ em esmalte humano irradiado e não irradiado 
com laser. Espécimes de esmalte foram preparados a partir das superfícies lingual 
e vestibular de 20 terceiros molares recém extraídos, livres de cárie. Em metade 
das amostras a superfície vestibular e lingual de cada dente foram irradiadas com 
60 Gy; as outras amostras não foram irradiadas. Dois espécimes irradiados e dois 
não irradiados foram inseridos em ambas as faces vestibulares de cada um dos 
cinco aparelhos intra-orais mandibulares. Os aparelhos foram usados por cinco 
voluntários durante 6 dias por semana e à noite. Um lado do aparelho foi 
escovado diariamente com  um creme dental sem flúor, o outro lado não foi 
escovado para formação de placa dental. A higiene oral individual foi realizada, 
sem qualquer fluoreto. Durante as refeições, o aparelho foi armazenado em 
solução de sacarose a 10%. Em seguida, os espécimes de esmalte foram 
seccionados perpendicularmente à sua superfície. A superfície de corte foi polida 
e o número de dureza Knoop(KHN) foi medido através da lesões, em 25, 50 e 75 
mm a partir da superfície. Depois para os testes MD as amostras foram polidas 
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novamente, reduzindo assim a superfície em cerca de 10mm. Posteriormente,as 
amostras foram reduzidas a uma espessura de 90 micrômetros, e analizadas por 
meio da TMR. A perda mineral foi calculada com software  nos locais 
correspondentes aos testes MD. Um total de 120 pares de dados foi submetido à 
análise de regressão linear. Nem a MD nem a TMR mostrou diferenças 
significativas entre as lesões irradiada e não irradiada de esmalte. Uma relação 
linear foi encontrada entre o percentual de volume mineral. Em lesões de cárie 
induzida naturalmente, os valores de MD pode ser convertido em porcentagem de 
volume mineral ΔS. 
O objetivo do estudo in vitro de Hicks & Flaitz (2000) foi avaliar a formação 
de lesão de cárie artificial em esmalte oclusal adjacente a um cimento de 
ionômero de vidro fotopolimerizável modificado por resina utilizado como selante 
de fóssulas e fissuras e um selante de fóssulas e fissuras fotopolimerizável com 
flúor. Foi realizada profilaxia sem flúor nas superfícies oclusais de 12 molares 
livres de cárie e que não haviam sido expostos à cavidade oral. A morfologia da 
superfície oclusal foi examinada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
nas amostras sem restauração. Os dentes foram seccionados no sentido 
vestíbulo- lingual, produzindo dois blocos oclusais de cada superfície mesial e 
distal. As superfícies oclusais das metades mesiais dos dentes foram restauradas 
com um selante de ionômero de vidro fotopolimerizavél modificado  (PH-SE II, 
ESPE) e para comparação, um selante de fóssulas e fissuras fotopolimerizável 
com flúor (Helioseal F, Ivoclar) foi colocado nas superfícies oclusais das metades 
distais correspondentes do dente, para fins experimentais. As superfícies oclusais 
seladas foram examinadas sem selamento por MEV para comparar a adaptação 
do selante e do cimento de ionômero. Após a termociclagem em saliva artificial, 
lesões de cárie artificial foram formadas nas superfícies oclusais adjacente ao 
selante e ao cimento de ionômero e cortes longitudinais foram realizados para a 
comparação da formação de lesão adjacente aos materiais. A média da 
profundidade da lesão nas superfícies oclusais foram 64 + / - 17 mm para o 
iônomero, e 116 + / - 27 mm para o selante pelo teste t pareado (p <0,05). Lesões 
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oclusais terminaram no local onde houve o selamento entre o esmalte oclusal e os 
materiais. De acordo com as imagens obtidas pelo MEV  a orfologia da superfície 
demonstrou uma adaptação adequada dos materiais com obliteração  típica das 
fissuras na superfície por ambos materiais. Embora tanto o selamento com 
ionômero de vidro modificado e com selante de fóssulas e fissuras protegerem o 
esmalte do desenvolvimento de cáries, o ionômero de vidro modificado reduziu a 
extensão da cárie adjacente ao esmalte oclusal quando comparado com o selante. 
O objetivo da pesquisa de Narvai et al. (2000) foi avaliar a prevalência da 
cárie dentária em dentes permanentes de escolares no Município de São Paulo, 
Brasil, durante o período de 1970-1996, com base em levantamento 
epidemiológico em escolares das redes pública e privada de ensino. Utilizando a 
metodologia recomendada pela Organização Mundial da Saúde para 
levantamentos epidemiológicos em saúde bucal, foram examinados 2.491 
escolares, de ambos os sexos a partir de 103 escolas públicas e privadas. Foi 
obtida uma amostra probabilística estratificada por idade, categoria escolar e 
zonas da cidade com base nos dados do cadastro das escolas do município. De 
acordo com os resultados, observou-se que de uma situação de prevalência muito 
alta de cárie dentária nos anos de 60 e 70, a população de referência evoluiu 
positivamente, na idade índice de 12 anos, para um quadro de baixa prevalência. 
Entre 1986 e 1996 o declínio da cárie dentária, aos 12 anos de idade, foi da ordem 
de 68,2% entre os escolares. 
De acordo com Larsen e Bruun (2001) duas lesões diferentes podem ser 
desenvolvidas no esmalte a partir de sua dissolução: a lesão cariosa e a erosão. A 
aparência das duas lesões é diferente, a lesão cariosa é caracterizada por uma 
desmineralização subsuperficial do corpo da lesão que fica revestida por uma 
camada superficial bem mineralizada em contraste com a erosão onde a acidez 
removeu a camada após a camada da superfície interna, nenhuma 
desmineralização da subsuperfície pode ser vista na lesão causada por erosão. 
Em princípio, o esmalte dental pode ser dissolvido sob duas condições químicas 
diferentes. Quando a fase aquosa adjacente apresenta-se não saturada com 
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relação à hidroxiapatita e supersaturada com relação à fluorapatita, então a 
hidroxiapatita se dissolve e a fluorapatita é formada. A lesão resultante é uma 
lesão cariosa na qual a hidroxiapatita dissolvida se origina do esmalte da região 
subsuperficial e a fluorapatita é formada nas camadas superficiais do esmalte. 
Quanto maior for supersaturação com relação à fluorapatita, mais flúor é absorvido 
na superfície do esmalte; quanto mais mineralizada ficar a camada superficial do 
esmalte, menos desmineralizada ficará o corpo da lesão subsuperficial. Com 
níveis de pH acima de 6 todos os fluídos orais ficam supersaturados com relação 
tanto à hidroxiapatita quanto à fluorapatita e pode-se esperar a formação de 
apatita (formação de cálculos, redepósito de minerais na superfície do esmalte). 
Com pH na faixa de 5,5-4,5, a saliva torna-se não saturada com relação à 
fluorapatita e ocorre desmineralização cariosa. Deve-se notar que mesmo com 
concentrações muito baixas de flúor nos fluidos orais (menos que 0,1 ppm de 
flúor) essa supersaturação em relação à fluorapatita é estabelecida. 
Ten Cate (2001) propôs analisar a remineralização de lesões de cárie em 
esmalte e dentina. Um modelo foi desenvolvido para o acompanhamento 
longitudinal e não destrutivo das mudanças no esmalte e dentina. As lesões de 
pelo menos 200 µm em dentina foram formadas com solução tampão de acetato 
insaturado. Em seguida, as lesões foram divididas em grupos (três tratamentos e 
um controle) e remineralizadas. Os tratamentos foram: imersão semanal em 1000 
ppm de flúor, tratamento único com metanohydroxibifosfato, e outro com nível 
constante de 1 ppm de flúor. A remineralização foi observada no esmalte e na 
dentina, indicando que na dentina profunda, os poros são saturados devido a 
formação de apatita. Os resultados sugerem que a remineralização da dentina, 
abaixo do esmalte, pode ser alcançada e poderia ser utilizada em estratégias de 
tratamento clínico. 
O estudo de Torri et al. (2001) avaliou as propriedades de liberação do flúor 
de vários materiais restauradores, cimentos de ionômero de vidro, (ionômero Fuji 
typeII LC, Photac Aplicap-Fil, Vitremer), compômeros (Ionosit FIL, Compoglass, 
Dyract) e resina composta (Heliomolar radiopaco, mineral Degufill). O estudo 
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também estimou os efeitos desses materiais na inibição da cárie artificial ao redor 
de restaurações utilizando um sistema bacteriano de indução de cárie. A 
quantidade de flúor liberado dos materiais em água deionizada foi medida a cada 
semana durante 10 semanas. Cavidades classe V com a margem gengival 
localizada na raiz foram preparadas em molares humanos, extraídos e 
restaurados com cada um dos materiais. Os dentes restaurados foram incubados 
e a lesão artificial criada ao redor da restauração foi observada 
microrradiograficamente. Os cimentos de ionômero de vidro modificados 
depositaram a maior quantidade de flúor e criaram uma zona de espessura 
radiopaca na lesão artificial ao longo da interface dentina-restauração. Estes 
resultados indicaram que os materiais restauradores liberadores de flúor tem o 
potencial para inibir a formação de cárie secundária ao redor de restaurações. 
Delbem & Cury (2002) avaliaram o efeito do tempo de aplicação tópica de 
flúor neutro ou acidulado na resistência do esmalte a desmineralização in vitro e 
na incorporação do flúor ao mesmo. Cento e noventa e dois blocos dentais 
humanos foram subdivididos em 4 grupos tratados (n=36) e 1 grupo controle 
(n=48). Nos grupos tratados, o flúor neutro e o acidulado foram aplicados no 
esmalte durante um ou quatro minutos. Vinte e quatro blocos de cada grupo foram 
submetidos a um regime de ciclagens de pH, enquanto os demais blocos foram 
mantidos em ambiente úmido. A ciclagem, baseada no estudo de Featherstone et 
al. (1986), foi conduzida por 10 dias, onde os espécimes foram imersos por 6h em 
solução desmineralizadora (2,0 mM Ca, 2,0 mM PO4 em 75 mM de tampão 
acetato, pH 4.3, 20mL por bloco) e por 18h em solução remineralizadora (1,5 mM 
Ca, 0,9 mM PO4, 150 mM KCI em tampão Tris, pH 7,0, 10 mL por bloco). Durante 
o fim de semana, os espécimes permaneceram na solução remineralizadora, e as 
soluções foram renovadas após o quinto ciclo. Ensaios de microdureza superficial 
e em corte longitudinal foram determinados em uma das metades dos blocos e a 
incorporação de flúor foi determinada na outra metade. O flúor acidulado 
promoveu maior incorporação de flúor no esmalte do que o neutro, e também 
menor desmineralização. O tempo de aplicação tópica foi significativo em termos 
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de incorporação de flúor, mas não quanto à resistência do esmalte a 
desmineralização. 
O objetivo do estudo de Gray & Shellis (2002) foi determinar que lesões de 
cárie podem ser infiltradas com sucesso com resinas polimerizáveis. Isto poderia 
proporcionar ao dentista um meio suplementar de manejo das lesões de mancha 
branca em pacientes de alto risco de cárie em vez de depender apenas do 
controle de placa e aplicação de flúor. Lesões de cárie artificiais foram produzidas 
em pré-molares extraídos usando um gel acidificado. As lesões foram infiltradas 
com duas das resinas atualmente disponíveis no mercado. Os efeitos do 
condicionamento ácido da superfície e secagem da lesão, por dois métodos, foram 
investigados. A penetração da resina foi avaliada por microscopia eletrônica de 
varredura. Os resultados mostraram que a desidratação da lesão, após um curto 
ataque ácido (5s com 36% de ácido fosfórico), e a aplicação de várias camadas de 
adesivo, permite que as lesões possam ser quase completamente infiltradas com 
a resina orgânica. Esta abordagem pode oferecer uma alternativa para o manejo 
de lesões  incipientes. 
Nobre dos Santos (2002) avaliou o efeito isolado do laser de CO2, com 
comprimento de onda de 9,6 mm, e associado ao flúor fosfato acidulado (FFA), 
sobre a inibição da progressão da cárie no esmalte de superfície lisa e de 
superfície oclusal, íntegro e com lesão de cárie, submetidos a ciclagem de pH in 
vitro. Para isto, realizou o primeiro experimento em esmalte de superfície lisa e o 
segundo em esmalte de superfície oclusal. No primeiro estudo, foram empregados 
110 blocos dentais com área exposta de 2,25 rnm2 divididos em 11 grupos com 10 
blocos dentais cada. Em 80 blocos dentais foram produzidas lesões de cárie de 50 
µm. No segundo, utilizou-se 120 blocos dentais com área exposta de 2,25 mm2 
divididos em 12 grupos e lesões de cárie artificial foram produzidas em 90 blocos 
de esmalte dental. A seguir, os blocos dentais foram tratados com laser, flúor ou 
com a associação de laser e flúor, e foram submetidos à ciclagem de pH. 
Concluída a ciclagem de pH, nas soluções desmineralizadora e remineralizadoras 
foram dosadas as concentrações de F, Ca e P por meio de eletrodo para íon flúor, 
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espectrofotometria de absorção atômica e o método colorimétrico, 
respectivamente. A profundidade de lesão de cárie no esmalte de superfície lisa e 
de superfície oclusal variou de 38,7 a 75,5 µm e 35,7 a 54,7 µm respectivamente. 
Os resultados da análise rnicrorradiográfica mostraram que ocorreu uma redução 
da progressão da cárie dental no esmalte de superfície lisa que variou de 35 a 
42% enquanto no esmalte de superfície oclusal esta redução ficou entre 89 e 
136%. Os resultados fundamentam a conclusão de que a irradiação com laser de 
CO2 resultou na inibição significativa da progressão da cárie dental quando o 
esmalte foi submetido a um modelo de alto desafio cariogênico. Adicionalmente, 
um efeito sinérgico entre o laser de CO2 pulsado e o flúor foi evidenciado. 
Argenta et al. (2003) modificaram o modelo de ciclagem de pH proposto por 
Featherstone et al. (1986) com o objetivo de preservar a superfície do esmalte e 
produzir lesões iniciais que pudessem ser avaliadas pela análise de microdureza. 
Para isso, realizaram algumas alterações: adição de flúor em baixa concentração 
nas soluções desmineralizadora e remineralizadora, a elevação do pH para 7,4 da 
solução remineralizadora, a diminuição do período  de permanência dos 
espécimes na solução desmineralizadora para 3 horas diárias, além da redução 
do número de ciclos que passou a ser 5 e a permanência dos espécimes na 
solução remineralizadora por 2 dias, depois de finalizados os ciclos. Os autores 
observaram que a profundidade da lesão formada no esmalte foi similar àquela 
encontrada por Featherstone et al. (1986) e concluíram que o modelo possibilita 
avaliar as variações de mineral ocorridas nas camadas mais externas do esmalte 
durante o desenvolvimento de cárie. 
Objetivando avaliar o efeito de combinação de flúor e flúor fosfato acidulado 
(AFF) sobre o esmalte com lesões de cárie incipiente, Paes Leme et al., 2003 
utilizaram blocos de esmalte dental bovino com lesão de cárie artificial  incipiente, 
produzidas por imersão individual dos blocos em uma solução de tampão acetato 
(6,25 mL de solução/mm2 de esmalte expostos) 0,05 mol/L pH 5,0, 50% saturada 
em hidroxiapatita durante 16 horas a 37 º C. Os blocos foram divididos em quatro 
grupos de tratamento e submetidos a um modelo deciclagem de pH: (1) 
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Dentifrícios placebo em flúor (DP), (2) de dentifrício fluoretado (DF), 1.100ppmF 
(3); aplicação tópica de flúor (ATF) (12.300 ppmF, pH 3,5) +DP; (4) ATF + DF. 
ATF foi realizada nos blocos de esmalte dos grupos, ATF+DP e ATF +DF antes da 
ciclagem de pH, todos eles foram expostos ao dentifrício durante os ciclos. Os 
resultados mostraram que 61-81% do flúor previamente depositado no esmalte 
pela ATF foi liberado durante a ciclagem de pH. A concentração final de flúor no 
esmalte do grupo ATF +DP foi menor do que antes do ciclo(P <0,05), mas no 
grupo ATF +DF a redução não foi significativa (P>0,05). O tratamento DF foi 
significativamente mais eficiente do que o DP na superfíciedo esmalte 
aumentando a dureza das lesões de cárie. Tratamento ATF+DP não foi mais 
eficiente do que a DP no aumento da durezado esmalte e um efeito aditivo da ATF 
+DF não foi observado. 
O objetivo da pesquisa de Mejàre et al. (2004) foi  avaliar o 
desenvolvimento de cáries, incluindo a incidência e taxa de progressão da lesão, 
em adolescentes e adultos suecos e comparar a incidência de cárie em 
adolescentes com as de adultos jovens. Aproximadamente 536 crianças com 
idade entre 11-13 anos, no início do estudo, foram acompanhadas por meio de 
radiografias anuais até 21-22 anos de idade. Em 1998-1999, 250 destas pessoas 
foram reexaminadas, na faixa etária de 26-27, e novos dados de cárie foram 
acrescentados aos originais. Os resultados mostraram que houve um menor 
desenvolvimento de novas lesões em esmalte em superfícies proximais durante a 
vida adulta do que durante a adolescência, a incidência de lesões de cárie em 
esmalte diminuiu de 4,3 na faixa etária de 12-15 anos para 2,7 novas lesões cáries 
por superfície na faixa etária de 20-27 anos. O mesmo se aplica à progressão da 
lesão, onde os valores correspondentes a partir da junção esmalte e dentina até à 
superfície externa, foram de 32,5 para os mais novos e de 10,9 lesões para o 
grupo etário mais velho. A incidência de lesões de cárie em superfícies proximais 
externa era baixa, mas aumentou de 0,2 na faixa etária de 12-15 anos para 0,9 no 
grupo etário dos 20-27 anos. De acordo com a pesquisa, as taxas de incidência 
variaram consideravelmente entre as superfícies dos diferentes dentes , para 
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superfícies oclusais  um número menor de lesões foram desenvolvidas durante a 
idade adulta jovem, que durante a adolescência. A indicação de selantes para a 
infiltração das lesões do esmalte proximal pode ser uma alternativa promissora 
para as estratégias de prevenção ao tratamento restaurador. 
O estudo de Valera et al. (2005) foi baseado no fato de que as superfícies 
oclusais apresentam uma alta prevalência de cárie e objetivou testar as seguintes 
hipóteses nulas: (1) não há diferença morfológica entre pré-molares e molares em 
relação à presença de cicatrículas e fissuras; (2) não há uma relação positiva 
entre a presença de cicatrículas e fissuras com a prevalência de cárie. Para a 
realização do trabalho, utilizaram-se 22 dentes humanos extraídos, os quais foram 
seccionados e avaliados por meio de imagens radiográficas quanto à presença ou 
não de cicatrículas e fissuras e a prevalência de cárie em cada espécime obtido. 
Após a análise estatística, os molares e pré-molares apresentaram-se 
estatisticamente iguais. Em geral, os resultados mostraram uma prevalência de 
22,5% de cicatrículas e fissuras, dentre as quais 92% encontravam-se cariadas, e 
apenas 34% dos sulcos e fossas apresentavam cárie. Apesar da prevalência de 
cicatrículas e fissuras ter sido baixa, esta influenciou de forma direta na presença 
ou não de lesões cariosas. 
Segundo Fejerskov, Nyvad e Kidd (2005) a histologia de lesão de mancha 
branca, na superfície lisa, pode ser visualizada seccionando-se o esmalte 
perpendicular à sua superfície, obtendo secções com 80 a 100 µm de espessura, 
e examiná-las por meio de microrradiografia e microscopia de luz polarizada. 
Quando as secções são secas com ar e examinadas em microscópio de luz 
polarizada, a lesão porosa (área no tecido onde o volume de poros excede 1%) 
aparece como um defeito em formato de cunha, com a base voltada para a 
superfície do esmalte. Todavia, o processo carioso em superfícies oclusais  
frequentemente se inicia em regiões de fossas, que são as depressões onde dois 
ou mais sulcos interlobulares se encontram. Por essa razão, muitas superfícies 
são envolvidas na dissolução inicial. Devido à desmineralização do esmalte 
sempre seguir a direção dos prismas, é natural que a lesão em esmalte, na fossa, 
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gradualmente assuma a forma de um cone, com sua base na direção da junção 
amelodentinária.  
 O objetivo do estudo de Paris et al. (2006) foi comparar a progressão de 
lesões iniciais em esmalte, após a exposição à solução desmineralizadora in vitro. 
Em cada um dos 54 espécimes de esmalte bovino três lesões de subsuperfície 
foram produzidas. Duas das lesões foram condicionadas com ácido fosfórico e 
seladas com um selante de fissura ou com vários tipos de adesivos por 15 s ou 30 
s, respectivamente, a terceira lesão foi mantida como o controle. Posteriormente, a 
metade de cada espécime foi coberta com esmalte para unhas (base) e a outra 
metade foi colocada em solução desmineralizadora por 14 dias (experimental). As 
amostras foram cortadas perpendicularmente à superfície, infiltradas com resina 
fluorescente de baixa viscosidade e observadas em Microscópio Confocal de 
Carredura a Laser (CLSM). Para lesões seladas com o selante de fissuras e 
adesivos, a progressão da profundidade da lesão (0-31µm ) foi significativamente 
reduzida  em relação ao controle (57µm). Para os selantes e adesivos nos quais a 
penetração foi estendida para 30 s o resultado foi insignificante na redução da 
progressão da lesão em relação a 15 s. Pôde-se concluir que o preenchimento 
dos poros nas lesões iniciais de esmalte com os selantes e adesivos pode inibir a 
desmineralização em estudos in vitro. 
O objetivo do estudo de Donassollo et al. (2007) foi avaliar in vitro a dureza 
superficial do esmalte (E) e da dentina (D) em molares humanos  decíduos  (d), 
molares humanos permanentes (p) e incisivos bovinos (b). Foram selecionados 4 
espécimes de cada tipo de dente, os quais foram mantidos em solução salina até 
o teste. Os espécimes foram incluídos em uma matriz com resina e polidos com 
lixa de carbeto de silício para planificar o esmalte. O teste de dureza Knoop foi 
realizado em um microdurômetro com carga de 200 g e 10 s, sendo realizadas 5 
endentações por dente. Os espécimes foram novamente submetidos ao polimento 
para expor dentina próxima ao limite amelodentinário, sendo novas leituras 
realizadas. Os dados foram submetidos à análise estatística (testes ANOVA e 
Tukey). Os valores médios de dureza (kg/mm2) e desvio padrão foram os 
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seguintes: Ed 338 ± 30,1; Ep 341 ± 32,8; Eb 326 ± 25,5; Dd 104 ± 9,7; Dp 93,3 ± 
8,7; Db 91,2 ± 7,3. A dureza do esmalte foi maior que a da dentina nos três tipos 
de dentes (p<0,001). Considerando o tipo de substrato, não houve diferenças 
estatísticas, ou seja, os valores de dureza para esmalte ou dentina foram similares 
para dentes humanos decíduos e permanentes e dentes bovinos. 
A finalidade do estudo de Ferreira et al. (2007) foi investigar um modelo de 
indução de desmineralização subsuperficial do esmalte para avaliação diagnóstica 
de métodos de imagem. Cinqüenta coroas de dentes hígidos foram  cobertas com 
verniz ácido-resistente, deixando uma janela circular de 7 mm2 esmalte exposta 
em uma das faces proximais. Os espécimes foram divididos em 5 grupos (controle 
e 4 experimentais) e mantidos imersos em solução tampão pH 4,8, 50% saturada 
em relação ao esmalte, por 60, 75, 90 e 120 dias, ou não foram expostos à 
solução. As radiografias digitais foram obtidas antes e após cada período de 
imersão, sendo interpretadas por um radiologista. Para a validação, o esmalte foi 
submetido a análise de microdureza. Além disso, foram analisadas as 
concentrações de fósforo (Pi) e cálcio (Ca) da solução. Os valores de microdureza 
para o grupo controle variou entre 405-432 KHN. Dos quatro grupos 
experimentais, o grupo de 60 dias demonstrou os maiores valores (179-370 KHN) 
e o grupo de 120 dias, os valores mais baixos (103-277KHN). As menores 
concentrações totais de Pi e Ca (1,74mM e 2,63 mM), respectivamente, foram 
encontradas nas soluções dos grupos de 60 dias, indicando a menor taxa de 
perda mineral, no entanto, não houve diferença significativa entre os outros grupos 
experimentais. O desempenho para detecção de imagens compatíveis com lesões 
de cárie foi alta (ΔZ= 8,89). Portanto, este modelo in vitro de indução de 
desmineralização pode ser considerado adequado para as investigações que 
pretendem avaliar os métodos de imagem para o diagnóstico de lesões de cárie 
proximal. 
Segundo Featherstone (2008), a cárie dentária é uma doença bacteriana 
transmissível causada por um processo ácido metabólico bacteriano difundido 
entre o esmalte e a dentina dissolvendo o conteúdo mineral. A bactéria é 
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responsável por produzir ácidos orgânicos como um subproduto do metabolismo 
de carboidratos fermentáveis. O processo carioso é contínuo, resultante de vários 
ciclos de desmineralização e remineralização. A desmineralização começa no 
nível anatômico da superfície cristalina dentro do esmalte ou dentina e pode 
continuar a menos que seja interrompida, com a cavitação sendo o ponto final. Há 
muitas possibilidades de intervir na continuação desse processo para parar ou 
reverter o processo da lesão. A remineralização é o processo de reparo natural de 
lesões não cavitadas, íons fosfato e cálcio assistidos por flúor vão reconstruir uma 
nova superfície em cristais existentes em lesões subsuperficiais remanescentes 
após desmineralização. Estes cristais remineralizados são ácidos resistentes, 
sendo mais solúveis que o mineral original. 
Tendo em vista que os modelos atuais de ciclagens de pH não diferenciam 
o potencial anti-cárie de dentifrícios com baixa concentração de fluoreto (F), 
Queiroz et al. (2008) estabeleceram dois modelos de ciclagem utilizando blocos de 
esmalte bovino que foram tratados com soluções de concentrações crescentes de 
F (70 a 280 μg F/mL) para validar os modelos em termos de dose-resposta. Após 
isso, os modelos foram testados avaliando o potencial anti-cárie com três 
dentifrícios diferentes. A perda ou ganho de mineral pelo esmalte foi avaliada por 
microdureza e a profundidade de lesão de cárie foi avaliada por microscopia de luz 
polarizada. Os modelos de ciclagens de pH desenvolvidos mostraram o efeito 
dose-resposta do F quer seja na redução da desmineralização como na 
remineralização do esmalte. Os resultados sugerem que os modelos 
desenvolvidos são capazes de avaliar o potencial anti-cárie de dentifrício de 
concentração reduzida de F, quer seja na sua capacidade de aumentar a 
resistência do esmalte à desmineralização como na ativação da remineralização. 
Steiner-Oliveira et al.(2008) avaliaram in vitro o efeito combinado de um 
laser de CO2 com 10,6µM, dentifrício fluoretado e bochecho com a redução da 
progressão da lesão cariosa em esmalte dental humano. A formação da lesão de 
cárie artificial foi realizada de acordo com o protocolo de Paes Leme et al. (2003).  
Lesões de cárie incipiente foram produzidas por imersão individual dos blocos em 
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tampão acetato (6,25 mL de solução/mm2 de esmalte expostos) 0,05 mol/L pH 5,0, 
50% saturada com hidroxiapatita durante 48 horas a 37º C. Os blocos foram 
distribuídos aleatoriamente em nove grupos. O modelo de ciclagem de pH usado 
neste estudo foi baseado no modelo descrito por Featherstone et al. (1986) e 
modificado por Klein et al. (2005). Cada bloco foi mantido em uma solução 
desmineralizadora (5 mL/mm2 esmalte exposto) contendo 2,0 mmol/L de cálcio, 
2,0 mmol/L de fosfato em 75 mmol/L tampão acetato pH 4,6, por três horas. 
Posteriormente foram colocados em solução remineralizadora (2,5 mL/mm2 
esmalte exposto) contendo 1,5 mmol/L de cálcio, 0,9 mmol/L de fosfato e 150 
mmol/L de KCl, em 20 mmol/L tampão cacodílato pH 7,0  uma média de 21 horas 
por dia. Ambas as soluções foram trocadas diariamente, e o ciclo foi repetido por 
dez dias. Após cinco ciclos e ao final do experimento, os blocos permaneceram na 
solução remineralizadora a 37º C, durante dois dias. Entre as fases de 
desmineralização e remineralização e no final da ciclagem de pH, os blocos foram 
lavados com água destilada deionizada, por dez segundos e limpos com papel 
absorvente. Para análise de Microscopia de Luz Polarizada três fatias de cada 
grupo foram cortadas em micrótomo, série 1000 Deluxe hardtissue Silverstone-
Taylor (Sci Fab, Littleton, CO, EUA) no centro da janela do esmalte exposto para 
obter secções de 200µm, que foram então polidas com lixas  abrasivas de 600 e 
1200 para obtenção de fatias de 100 ± 20 µm de espessura. As fatias foram 
embebidas em água e foram observadas em microscópio de luz polarizada, Leica 
DMLP, acoplado a um sistema digital Leica FFC 280 e de ampliação padrão X10 
para as tomadas das fotomicrografias. Para microdureza, após a ciclagem de pH, 
as fatias restantes dos blocos foram incluídas em resina, embutidas e polidas. O 
nível de dureza foi determinado utilizando Microdurômetro Future Tech FM 9000-
ARS, com diamante Knoop sob uma carga de 25 g por 5 segundos. Trinta e seis 
cavidades (três fileiras de 12 endentações) foram realizadas na superfície externa, 
mantendo um intervalo de 10 µm entre 10 µm e 80 µm e em seguida um intervalo 
de 20 µm de 80 µm e 180 µm, em toda a lesão e nas áreas subjacentes do 
esmalte. A média de dureza Knoop em valores numéricos, de cada distância da 
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superfície foi obtida e convertida em porcentagem de volume mineral. Para 
calcular ΔZ (perda mineral integrado), o conteúdo mineral integrado da lesão foi 
subtraído do valor obtido para o esmalte. O laser de CO2 usado sozinho ou 
combinado aos produtos com flúor, produziu proteção eficaz contra a progressão 
da desmineralização do esmalte. No entanto, o laser combinado aos tratamentos 
com flúor não apresentou efeito inibitório adicional significativo na 
desmineralização. 
A paralização de lesões de cárie em esmalte por infiltração com resina de 
baixa viscosidade fotopolimerizável pode ser uma abordagem promissora da 
odontologia micro invasiva. No entanto, segundo Meyer Luechel & Paris (2008) os 
materiais otimizados para a infiltração rápida da lesão ("infiltrantes”). O coeficiente 
de penetração (PC) de resinas experimentais tem mostrado correlacionar-se com 
a velocidade de penetração e, portanto, pode ser uma característica importante 
dos infiltrantes. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influência do PC e 
composição do infiltrantes experimentais sobre a progressão de lesões de esmalte 
em um ambiente desmineralizante. Lesões de esmalte artificiais foram preparadas 
em solução de desmineralização por 50 dias e foram infiltradas com um dos 
infiltrantes experimentais ou uma fita adesiva comercialmente disponível por 10, 
22 e 40 s, respectivamente. As amostras foram cortadas perpendicularmente à 
superfície e uma metade de cada espécime foi exposta a uma solução 
desmineralizante por mais 50 dias, enquanto a outra metade foi utilizada como 
controle de referência. A progressão da lesão foi analisada por microscopia 
confocal (CLSM) e microrradiografia transversal (TMR). A raiz quadrada do tempo 
de aplicação e PC do produto foi negativamente correlacionada com a progressão 
da profundidade da lesão (CLSM: r = -0,741; TMR: r = -0,450). Portanto,os 
infiltrantes devem ter preferencialmente um alto PC para facilitar a inibição da 
progressão da lesão de forma eficiente. 
 Pinto et al. (2009) analisaram o efeito do peróxido de carbamida a 10% 
(PC) na microdureza Knoop de superfície (KHN) e na morfologia do esmalte hígido 
e com lesões iniciais de cárie artificial (EC), após modelo de ciclagem de pH 
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(cpH). Blocos de esmalte dental humano foram divididos aleatoriamente em 6 
grupos: 1- esmalte hígido clareado (EHC) com PC; 2- EHC e submetido a cpH; 3- 
EC clareado com PC; 4- EC armazenado em saliva artificial e submetido a cpH; 5- 
EC tratado com gel placebo e submetido a cpH; 6- EC clareado com PC e 
submetido a cpH. Em todos os blocos de esmalte com a KHN conhecida foram 
desmineralizados (grupos 3 a 6) e submetidos a cpH (grupos 2, 4, 5 e 6). A KHN 
foi determinada após a desmineralização e os tratamentos terem sido aplicados. 
Os espécimes foram examinados através de Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV). Os dados foram analisados através de ANOVA e teste de Tukey (p<0,05) e 
os resultados indicaram que entre os grupos com EC (3 a 6) somente o grupo 3 
apresentou remineralização após os tratamentos. Os grupos EHC (1 e 2) 
mostraram a maior KHN e menor formação de porosidades quando comparados 
aos grupos EC após os tratamentos. Os autores concluíram que os procedimentos 
clareadores no esmalte com lesão de cárie não exacerbaram a desmineralização, 
entretanto precisam ser indicados com cautela. 
Magalhães et al. (2009) correlacionaram a Microrradiografia Transversal 
com a Microdureza transversal em lesões de cárie induzidas por diferentes 
soluções e géis desmineralizantes: MC gel (gel de metilcelulose / láctica ácida, pH 
4,6, 14 dias); PA gel (ácido poliacrílico / ácido lático e hidroxiapatita, pH 4,8, 16 h); 
MHDP (tampão lactato subsaturado em difosfonato de metila / pH 5,0, 6 dias), 
tampão (tampão acetato subsaturado / flúor, pH 5,0, 16 h) e ciclagem de pH (7 
dias). Para mensurar a dureza superficial, eles utilizaram um microdurômetro e um 
diamante Knoop com uma carga de 25 g por 10 s. O conteúdo mineral e a 
profundidade da lesão foram definidos a partir da microrradiografia transversal. 
Eles concluíram que as diferentes propriedades físicas e químicas das lesões 
produzidas pelos diferentes protocolos podem influenciar nos resultados de 
desmineralização e posterior remineralização. 
Um dos objetivos do trabalho de Kantovitz (2010) foi elucidar a respeito de 
quando o selante deve ser utilizado: na superfície hígida, com lesão inicial de cárie 
ou remineralizada .No estudo foi realizado revisão da literatura a respeito do efeito 
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dos infiltrantes e materiais seladores na inibição da desmineralização do esmalte 
em lesões de cárie não cavitadas. Dezoito artigos foram selecionados. Dois foram 
classificados como grau A (estudos in vivo), nove grau B (estudos in vitro), e sete 
grau C (estudos in vitro). Outro objetivo foi avaliar a resistencia de união à micro-
tração de materiais seladores aplicados em diferentes substratos de esmalte após 
desafio cariogênico. Pode-se concluir que enquanto o selamento da superfície 
externa do esmalte das fóssulas e fissuras age como uma barreira à difusão dos 
ácidos na superfície de lesão de mancha branca, a tecnica de infiltração cria uma 
barreira dentro da lesão inicial de cárie, por meio da substitução do ar dos 
espaços da área de perda mineral por uma resina fotopolimerizável de baixa 
viscosidade. 
Lo et al. (2010) utilizaram 14 molares para comparar métodos quantitativos 
utilizados antes e após a remineralização do esmalte e da dentina em cáries 
artificiais por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia de 
luz polarizada (MLP) e microrradiografia transversal (MRT). Os dentes foram 
cortados em blocos e pintados com um verniz ácido resistente deixando uma 
superficie exposta de esmalte e dentina. Em seguida os blocos de dentes foram 
imersos em solução desmineralizante por quatro dias para produzir lesões 
artificiais de cárie e avaliados pela MEV. Os 14 blocos de dentes foram 
distribuídos aleatoriamente em dois grupos. Sete blocos de dente  (Grupo I) foram 
cortados longitudinalmente através da superfície exposta em 100 - 150 milímetros 
de espessura e Microradiografias foram realizadas. Os outros sete blocos de 
dente (Grupo II) foram deixados intactos. Todos os blocos de dente e os cortes 
foram imersos em solução remineralizante por 5 dias. Foram realizadas a MLP e a 
MRT dos cortes de dentes do grupo I. A profundidade da lesão na MRT foi 
medida. Os blocos de dente no Grupo II foram digitalizados pelo MEV. Com isso, 
os autores verificaram que a profundidade média da lesão no Grupo I reduziu em 
13,0% e 8,2% após a remineralização para esmalte e dentina, respectivamente. 
No Grupo II, houve um aumento de 11,1% e 23,8% após a remineralização para 
lesões em esmalte e dentina, respectivamente. Então, tanto a MEV, quanto a 
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microrradiografia são capazes de detectar uma mudança de magnitude 
semelhante na lesão de cárie após a remineralização. Segundo este estudo a 
MEV pode ser utilizada para substituir MRT e MLP em estudos in vitro sobre a 
cárie. 
O SBBrasil 2010 aponta um declínio, quando comparado ao levantamento 
realizado em 2003, de 26% no indicador CPO de crianças aos 12 anos idade 
usada como referência pela OMS, pois reflete o ataque de cárie logo no começo 
da dentição permanente. Outro dado relevante é que 44% das crianças de 12 
anos estão livres de cáries. Isso significa que 1,4 milhões delas não tem nenhum 
dente cariado na boca, uma melhora de 30% em relação a 2003. Os dados 
apresentados demonstram o impacto do programa Brasil Sorridente na população 
e evidencia que, na faixa etária dos 15 aos 19 anos, a queda do CPO foi ainda 
maior, passando de 6,1, em 2003, para 4,2 este ano – redução de 30%. 
Comparando com 2003, a redução no componente “cariado” foi de quase 40% (de 
2,8 dentes em 2003 para 1,7 em 2010).  Em termos absolutos, significa que mais 
de 18 milhões de dentes foram poupados do ataque de cárie em adolescentes. E 
o número dos que sofreram algum tipo de perda dentária caiu 50%. 
Ao avaliar a resistência à microtração de selantes de resina sobre 
substratos de esmalte após o desafio cariogênico, Kantovitz et al. (2011) utilizou 
terceiros molares humanos aparentemente livres de cárie e selecionou para o 
estudo aqueles que apresentavam 341,6 ± 18,0 de KHN. Estes dentes foram 
submetidos à formação de cárie artificial por meio de ciclagem de pH, seguido 
pelo selamento das superfícies cariadas com selantes com e sem fluor, e então, o 
teste de resistência de união por microtração foi aplicado. Os autores concluíram 
que a resistência a microtração do selante e esmalte superficial foi 
significativamente afetada. Além disso, os valores de resistência a microtração 
dependeram dos materiais utilizados e da ciclagem de pH.  
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3 PROPOSIÇÃO 
 
O objetivo deste estudo in vitro foi: 
 
Verificar a produção da lesão artificial subsuperficial de cárie em esmalte 
(LASCE) na superfície lisa e oclusal pelo método químico de indução de formação 
de lesão no período de 10h e 16h, utilizando-se a análise indireta do conteúdo 
mineral (Microdureza) e da profundidade da lesão em Microscopia de Luz 
Polarizada. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) da 
Universidade Estadual de Campinas – Faculdade de Odontologia de Piracicaba - 
FOP processo de número 046/2006 (Anexo 1). 
 
4.1 Delineamento Experimental 
  
Para avaliar o método de produção de cárie in vitro os fatores em estudo 
foram: (1) superfície: lisa e oclusal, (2) tempo: 10 h e 16 h em solução 
desmineralizadora, subfator: profundidade da lesão. E como variável de resposta 
a microdureza Knoop (KHN), em relação a profundidade da lesão  e profundidade 
da lesão (µm). 
 
4.2 Seleção e Preparo dos Espécimes de Esmalte 
  
Setenta e quatro (74) terceiros molares humanos hígidos, inclusos e 
extraídos por razões que não a desta pesquisa foram selecionados. Após a 
seleção os dentes foram lavados e escovados para remoção de resíduos e 
posteriormente avaliados visualmente, com auxílio de lupa estereoscópica (LEICA 
MZ6, Germany), sendo selecionados apenas aqueles livres de lesão de cárie, 
defeitos ou deformação de esmalte (Boyle et al. 1998). 
Todos os dentes extraídos foram mantidos numa solução de timol a 0,01% 
por um período de 30 dias. Posteriormente as coroas foram removidas das raízes 
dentárias, utilizando cortadeira metalográfica BUEHLER-ISOMET, aparelhada com 
um disco diamantado dupla face (DIA.WAFER BLADE 4”x012x1/2 HIGHCONCEN/ 
102mmx0.3mmx12.7mm, Extec® Corp., USA) por meio de um corte transversal na 
região cervical do dente próximo a junção amelo-cementária.  Após o corte as 
coroas foram fixadas com cola quente a base de resina sintética e cera (Hot Melt, 
Aphox do Brasil, São Paulo, Brasil,)  em placa de acrílico (Figura 1). 
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As coroas foram mensuradas com auxílio de um paquímetro digital 
(Paquímetro Digital – Digimess, 150 mm e resolução 0.01mm) e seccionadas  na 
superfície oclusal e lisa para obtenção de três blocos de esmalte de 5x5x2mm: um 
do centro da superfície oclusal e dois da superfície lisa (vestibular e 
lingual/palatina) (Figura 2). Os blocos foram submetidos à profilaxia com pedra-
pomes (SS White, RJ, Brasil) em água destilada e deionizada com escova 
Robinson® (KG Sorensen, SP, Brasil) em baixa rotação durante 30 segundos. 
Após a escovação foram lavados com água deionizada por 1 min e colocados em 
cuba ultrassônica durante 5 min por duas vezes. Em seguida foram armazenados 
individualmente em recipientes plásticos, identificados e mantidos em umidade 
relativa sob refrigeração. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 2- Obtenção dos três blocos de esmalte: um da superfície oclusal e dois da superfície lisa 
Figura 1- Seleção e preparo dos espécimes de esmalte 
74 Terceiros Molares 
Corte Transversal na 
região cervical para 
remoção das raízes 
dentárias 
Mensuração das coroas 
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4.3 Padronização dos Espécimes para Pesquisa  
 
Para padronizar os dentes a serem submetidos ao desafio cariogênico, um 
bloco da superfície lisa de cada dente foi planificado, polido e submetido à análise 
de microdureza. O aparelho utilizado foi Microdurômetro HMV 9000 (Shimatzu 
Corporation, Japan). Uma fileira com três endentações de 100µm de distância 
entre elas foi realizada, utilizando carga estática 25 g durante 5 segundos. A 
média e o desvio padrão das três endentações foram utilizados para excluir os 
blocos com microdureza fora dos padrões (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Do universo amostral compreendido por 74 terceiros molares, foram 
selecionados 45 dentes que apresentaram dureza em torno da média, com 
variação de mais ou menos 10%. Dos 45 dentes selecionados, os blocos não 
utilizados da superfície lisa para padronização e os blocos da oclusal do mesmo 
dente foram aleatoriamente selecionados e divididos em três grupos de acordo 
com a superfície. Controle: CoL(15), CoO(15) - 10h: 10L(15), 10O(15) - 16h: 
16L(15), 16O(15). (Tabela 1) 
 
    Figura 3- Padronização dos espécimes a serem submetidos ao desafio cariogênico. 
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Todos os blocos de esmalte (superfície lisa e oclusal) foram cobertos nas 
laterais e base com duas camadas de verniz ácido resistente (esmalte vermelho 
Colorama®), deixando uma janela de 4x4 mm2 de esmalte exposto (figura 4A). 
Para o grupo Controle os blocos de cada superfície oclusal (15) e lisa (15) 
após completa secagem do verniz foram armazenados individualmente em água 
deionizada sob refrigeração, não sendo submetidos a qualquer modelo de indução 
de cárie. 
 
4.4 Produção da Lesão Artificial Subsuperfícial  de Cárie em Esmalte 
(LASCE) 
 
Para produzir a LASCE por este modelo, os substratos foram imersos na 
solução desmineralizadora, de acordo com os grupos 10L,10O e 16L, 16O. 
As amostras foram fixadas com cola quente em fios ortodônticos #6, de 
aproximadamente 8 cm de comprimento, e estes foram fixados com cera #7 e cola 
quente à tampa do recipiente plástico, identificadas em sequência numérica . 
Cada recipiente contendo 15 espécimes para cada grupo: superfície lisa 10h e 16h 
e superfície oclusal 10h e 16h. 
Os substratos foram mantidos em um recipiente plástico contendo 480 mL(2 
mL de solução/mm2 de esmalte exposto) de solução tampão acetato 0,05 M, pH 
5,0, 50% saturada em relação a hidroxiapatita à 37oC (Figura 4 B,C,D,E). Para 
preparar esta solução foi utilizado partículas de pó de esmalte de (74-105µm) 
agitadas em 0,05M de tampão acetato de sódio,ph 5.0 por 96h em estufa à 37oC 
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(0,05g/L) (Paes Leme et al., 2003; Kantovitz et al., 2011). O período de exposição 
foi determinado em estudo piloto com auxílio da análise de microscopia de luz 
polarizada. A concentração de cálcio na solução foi de 66,3 µg/mL, sendo 
determinada pela espectrometria de absorção atômica com chama em 
espectrofotômetro modelo 506 (Perkin Elmer). A concentração de fósforo foi de 
aproximadamente 32 µg/mL sendo determinada por meio do método colorimétrico 
de Fiske e Subbarow (1925) em espectrofotômetro modelo 800M (Analyser) 
ajustado a 660 ŋm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4.5 Preparo das Amostras para Microdureza e Luz polarizada. 
Posteriormente à fase de produção de cárie, os espécimes foram fixados 
com cera pegajosa em bastão (Kerr Corporation, CA, USA.), em placa de acrílico 
(40 x 40 x 2mm) acoplada a um aparelho de corte de precisão (Isomet Low Speed 
Saw, Bulher Ltda, IL, USA.). A seguir foi realizada uma secção longitudinal no 
centro da lesão, utilizando-se um disco diamantado dupla-face Wafer blade (4” x 
0,12 x 1/2”), de alta concentração, 102mm x 0.3mm x 12.7 (Extec Corp. Enfield, 
CT, USA; Ref.: 12205), sob refrigeração com água deionizada. Um fragmento foi 
Figura 4 A,B,C,D,E – Produção de lesão artificial subsuperficial de cárie em esmalte (LASCE) 
Cobertura com 
verniz 
janela de 4X4 mm
2
 
480 mL de solução tampão de acetato 0,05 M, pH 5 com  
50% saturada em relação a  hidroxiapatita, 37°C. 
A 
B 
C D 
E 
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utilizado para análise de microdureza do esmalte (Figura 5A) e no outro fragmento 
foi realizado um corte logitudinal, totalizando duas fatias para observação em 
microscopia de luz polarizada (Figura 5 B). Os espécimes para cada ensaio foram 
acondicionados em recipientes individuais com água deionizada, identificados e 
levados ao ultrassom por 5 min para remoção de resíduos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acordo com o ensaio a serem submetidos os espécimes foram 
embutidos em 5g de resina acrílica incolor termicamente ativada (VipiCril, São 
Paulo, Brasil) em uma embutidora metalográfica Pre-30 Mi (Arotec S.A. Ind. Com., 
São Paulo, Brasil). Os ciclos foram padronizados em 7 min de aquecimento, com 
pressão de 150 Kgf/cm2 e seguido por 9 min de resfriamento. Para melhor fixação 
foi usada uma pequena quantidade de cola de cianoacrilato  (SuperBonder® - 
Loctite, São Paulo, Brasil) e cada espécime foi identificado com seus respectivos 
números. 
Para análise da microdureza os espécimes embutidos foram planificados e 
polidos em uma Politriz Metalográfica Aropol E (Arotec S.A. Ind. Com., São Paulo, 
Brasil) utilizando um dispositivo para uso de seis corpos de prova simultâneos, 
com carga de 86g sobre cada corpo, em baixa velocidade, sob refrigeração com 
água deionizada . Foram usadas lixas de carbeto de silício de granulação 400, 
600, 1200 e 2000 (Extec Corp. Phoenix , USA) trocadas a cada ciclo, até a 
Figura 5 A,B – Secção dos espécimes para as análises de Microdureza e Luz Polarizada 
 
 
 
 
A B 
 
 
 
 
 
  
Microdurômetro 
Luz Polarizada 
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completa exposição das superfícies embutidas. A seguir o polimento foi realizado 
com pastas de alumina de 1µm (Extec Corp. Gamma Alum. Perm. Susp. Ref.: 
16776) e 0,5 µm (Extec Corp. Perm. Susp. Ref.: 16774) e discos de feltro (ERIOS, 
São Paulo, Brasil) auto adesivos correspondentes, refrigerados com água (Figura 
6). Entre as etapas de planificação e polimento, para padronização, os corpos de 
prova contendo os espécimes foram imersos em ultrassom com água deionizada 
por 5 min, para remoção das partículas de lixa e alumina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para luz polarizada os corpos de prova foram fixados em placa de acrílico 
com cera pegajosa e seccionados com auxílio de um disco de corte em cortadeira 
metalográfica para uma maior redução da espessura, estas secções foram lixadas 
com lixas de carbeto de silício (granulações 180) acopladas em politriz mecânica, 
sob constante irrigação à água, conseguindo assim, secções de 400 µm. A seguir 
o lado não polido também foi desgastado, planificado e polido com lixas de 
carbeto de silício de granulações 400, 600, 1200, em politriz sob refrigeração com 
água, seguido de desgaste manual com lixas de 2400 e 4000 até a espessura final 
de 0,10 ± 0,02 mm (Grossman & Matejka, 1999), conferindo-se com paquímetro 
digital. Intercalando o polimento as lâminas foram imersas em banho de ultrassom 
por 5 min, para remoção das partículas de carbeto de silício e de diamante e 
mantidas úmidas sob refrigeração, para posterior análise.(Figura 7) 
 
Figura 6 – Preparo dos espécimes para Análise de Microdureza Transversal 
Amostras embutidas 
em resina acrílica 
autopolimerizável 
Planificação e Polimeto 
com lixas (400-2000) e 
alumina (1µm e 0.5µm) 
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4.6 Análise da Microdureza Transversal 
 
Para análise da microdureza foi utilizado o Microdurômetro (HMV-9000 
Shimadzu Corporation, Japan) e diamante Knoop, sob carga de 25 g por 5 s, 
acoplado a um microcomputador e um software específico para análise das 
imagens. Foram feitas 30 endentações em 10 diferentes profundidades abaixo da 
superfície externa do esmalte cariado de cada espécime, formando 3 fileiras de 
endentações com distância de 100µm entre elas no sentido horizontal e nas 
profundidades: 10 μm, 20 μm, 30 μm, 40 μm, 50 μm, 70 um, 90µm, 110 μm,140 
µm,170 µm, obtendo-se as médias dos valores de microdureza (KHN- Knoop 
Hardeness Number) em cada profundidade (Figura 8). 
 
 
 
 
Figura 7 – Preparo dos espécimes para Luz Polarizada 
POLIMENTO 
Lixas de 
(400 a 
1200g/m²) 
POLIMENTO 
lixas de carbeto de 
silício (180g/m²) 
POLIMENTO 
MANUAL 
(2400 a 4000 
g/m²) 
Avaliação da profundidade da lesão 
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4.7 Microscopia de Luz Polarizada – Análise da Profundidade da Lesão 
 
Os espécimes para luz polarizada foram dispostos sobre lâminas de vidro e 
gotejados com água para visualização em microscópio com uma câmera 
acoplada. As imagens captadas por lentes de 10x de aumento foram transferidas 
para um monitor de computador, por meio do software (Luz Polarizada, Leica, 
DMPL) (Figura 9A). As três medidas em cada profundidade da lesão de esmalte 
foram realizadas mantendo-se uma distância de 200 µm entre elas, utilizando uma 
ferramenta de distância linear. (Figura 9B) 
           A média foi obtida em micrômetros, correspondendo à profundidade da 
lesão. 
 
Figura 8- Análise da Microdureza Transversal 
  Carga estática de 25g 
  Tempo de 5 segundos 
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4.8 Análise dos Dados 
 
Os dados foram descritos pelos parâmetros de média e desvio padrão. Por 
se tratar de medidas repetidas nos mesmos dentes, quanto a profundidade e 
superfície, primeiramente foi aplicado o teste de esfericidade de Mauchly, tendo 
havido violação de esfericidade (p<0,001).  
Assim, optou-se por uma análise multivariada de modelo misto a três 
critérios para a comparação da dureza, e o modelo misto a dois critérios para a 
comparação da luz polarizada. As comparações múltiplas foram feitas pelo teste 
de Tukey (p<0,05).  
Em todos os testes estatísticos foi adotado nível de significância de 5% 
(p<0,05). Todos os procedimentos estatísticos foram executados no programa 
Statistica v 5.1 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). 
 
 
  
 
Figura 9A Imagem de Luz Polarizada após imersão em solução desmineralizadora; lesão de cárie 
produzida (retângulo branco). Figura 9B Imagem de Luz Polarizada com medidas realizadas entre 
a superfície do esmalte e o limite mais inferior da lesão com distância de 200µm entre elas, 
utilizando uma ferramenta de distância linear. 
A B 
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5   RESULTADOS 
 
De acordo com os resultados obtidos, houve diferença estatisticamente 
significante entre Tempo, Profundidade e Superfície, mostrando ainda haver 
interação significativa entre os fatores Tempo e Profundidade como pode ser 
visualizado na Tabela 2 (Apêndice 1).  
 
5.1 Análise da Microdureza  
 
Tabela 3 – Média e desvio padrão do número de dureza Knoop do esmalte 
dentário obtido a partir da superfície lisa e oclusal após 10 e 16 h em solução 
desmineralizadora. 
 Tempo 
 Controle       10h 16h 
Profundidade 
µm 
Lisa 
10   261,7 (104,9) a A 122,8 (16,8) a B 97,0 (26,4) a B 
20 272,6 (67,5) a A 134,1 (18,0) a B 117,0 (39,3) ab B 
30 284,2 (52,3) ab A 138,8 (17,8) ab B 148,1 (38,8) bc B 
40 296,1 (43,6) abc A 151,9 (22,4) bc B 169,1 (43,8) cd B 
50 309,0 (30,0) abcd A 159,2 (24,5) c B 187,1 (52,5) de B 
70 331,0 (36,2) bcd A 182,3 (25,9) d B 216,7 (62,6) ef B 
90 325,1 (43,5) bcd A 187,4 (28,0) d B 221,2 (62,3) f B 
110 329,2 (42,8) bcd A 192,0 (26,0) d B 224,9 (55,3) f B 
140 351,0 (51,4) d A 213,8 (28,3) e B 258,9 (45,0) g C 
170 340,4 (45,0) cd A 222,2 (25,0) e B 270,2 (41,8) g C 
Profundidade 
µm 
Oclusal 
10 254,0 (77,3) a A 145,7 (43,4) a B 125,8 (58,8) a B 
20 261,5 (67,0) ab A 159,0 (45,0) ab B 148,7 (56,4) ab B 
30 281,0 (55,1) abc A 171,7 (43,8) bc B 169,9 (57,8) bc B 
40 286,7 (33,3) abc A 183,5 (43,4) cd B 187,6 (56,9) cd B 
50 302,5 (25,8) bcd A 189,2 (41,1) cd B 209,0 (48,8) de B 
70 321,6 (38,0) cde A 202,6 (44,0) de B 241,8 (44,1) ef C 
90 337,5 (42,2) de A 221,9 (52,5) ef B 241,5 (32,0) ef B 
110 335,6 (46,5) de A 231,5 (54,8) fg B 254,8 (31,9) fg B 
140 356,2 (44,4) e A 249,1 (45,5) gh B 283,3 (33,0) gh B 
170 361,5 (34,2) e A 269,7 (54,6) h B 296,0 (32,3) h B 
Para cada superfície lisa e oclusal: letras minúsculas iguais (em coluna) e letras maiúsculas iguais 
(em linha) não possuem diferença estatisticamente significante entre si. 
 
46 
 
 Tabela 3 mostra os valores das médias de microdureza (KHN) e o desvio 
padrão para as diferentes superfícies em função da profundidade nos grupos: 
controle (esmalte hígido), 10 h e 16h em solução desmineralizadora. Tanto na 
superfície lisa como na oclusal, os grupos que foram submetidos à indução de 
cárie artificial, para produção da lesão de cárie subsuperficial no esmalte, 
apresentaram significativamente valores menores de dureza que o grupo controle 
(Figura 10), independente das profundidades analisadas, (Figuras 11e a 11l). 
 Pode-se verificar que o grupo 16L apresentou valores médios de 
microdureza superiores aos do grupo 10L somente nas profundidades 140 µm e 
170 µm. Enquanto que para a superfície oclusal, não houve diferença entre os 
grupos nas diferentes profundidades, exceto para 70 µm em que a microdureza do 
grupo 16O foi maior em relação ao grupo 10O. 
 Na comparação da microdureza entre as dez profundidades analisadas em 
cada grupo, pode-se observar que mesmo no grupo controle, independente da 
superfície, os valores de microdureza são crescentes em função do aumento da 
profundidade. Portanto, naturalmente a microdureza do esmalte superficial 
apresenta-se menor em relação ao esmalte subsuperficial, tanto em superfície lisa 
como na oclusal. Assim como, nos grupos em que houve indução química de cárie 
apresentaram um aumento dos valores de microdureza em função da 
profundidade. 
Na comparação entre superfícies houve diferença estatisticamente 
significativa e não apresentou interação com nenhum dos outros dois fatores, 
portanto, a comparação geral pelas médias indica que a dureza é 
significativamente maior na superfície oclusal (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Média e desvio padrão da dureza nas superfícies lisa e oclusal em 
cada grupo e profundidade. 
 
Prof. 
Controle Lisa 
Controle 
Oclusal 
  10 L 10O   16L 16O 
Média dp média Dp   Média dp média dp   média dp Média dp 
10 261,7
a
 104,9 254,0
a
 77,3  122,8
a
 16,8 145,7
b
 43,4  97,0
a
 26,4 125,8
b
 58,8 
20 272,6
a
 67,5 261,5
a
 67,0  134,1
a
 18,0 159,0
b
 45,0  117,0
a
 39,3 148,7
b
 56,4 
30 284,2
a
 52,3 281,0
a
 55,1  138,8
a
 17,8 171,7
b
 43,8  148,1
a
 38,8 169,9
b
 57,8 
40 296,1
a
 43,6 286,7
a
 33,3  151,9
a
 22,4 183,5
b
 43,4  169,1
a
 43,8 187,6
b
 56,9 
50 309,0
a
 30,0 302,5
a
 25,8  159,2
a
 24,5 189,2
b
 41,1  187,1
a
 52,5 209,0
b
 48,8 
70 331,0
a
 36,2 321,6
a
 38,0  182,3
a
 25,9 202,6
b
 44,0  216,7
a
 62,6 241,8
b
 44,1 
90 325,1
a
 43,5 337,5ª 42,2  187,4
a
 28,0 221,9
b
 52,5  221,2
a
 62,3 241,5
b
 32,0 
110 329,2
a
 42,8 335,6
a
 46,5  192,0
a
 26,0 231,5
b
 54,8  224,9
a
 55,3 254,8
b
 31,9 
140 351,0
a
 51,4 356,2
a
 44,4  213,8
a
 28,3 249,1
b
 45,5  258,9
a
 45,0 283,3
b
 33,0 
170 340,4
a
 45,0 361,5
a
 34,2  222,2
a
 25,0 269,7
b
 54,6  270,2
a
 41,8 296,0
b
 32,3 
As superfícies com letras minúsculas iguais, dentro da mesma profundidade, não possuem 
diferença estatisticamente significante entre si 
 
 
 
  
Figura 10 – Perfil das médias da dureza Y (KHN) no esmalte em profundidade 
X (10 a 170 µm) na superfície lisa e oclusal 
Y 
X 
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5.2 Análise da Microscopia de Luz Polarizada 
 
 
Para análise quantitativa em Microscópio de Luz Polarizada (MLP), pode-se 
observar a formação de lesão de cárie e identificar as zonas de desmineralização 
independente dos tempos de imersão em solução desmineralizadora (Figuras 11e 
- 11l).  
A análise de variância mostrou haver diferença entre grupos (10h e 16h), 
mas não entre as superfícies. O fator Tempo apresentou diferença 
estatisticamente significativa e não apresentou interação com o fator superfície 
(Tabela 5 – Apêndice 1). Portanto, a comparação geral pelas médias indica que a 
profundidade da lesão foi significativamente maior no grupo 16h do que no 10h, 
independente da superfície analisada. (Tabela 6) 
 
 
Tabela 6. Média e Desvio padrão da profundidade das lesões de cárie formadas 
após 10 e 16h obtidas em microscopia de luz polarizada 
 
 
*indica diferença estatisticamente significativa entre as médias para cada superfície 
 
 
Tempo em 
solução 
Superfície 
Lisa Oclusal 
10h 97,6 (20,7) 115,4 (49,3) 
16h 160,5 (72,3)* 123,8 (59,0)* 
a A a A 
b A b A 
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6 DISCUSSÃO 
  
O processo carioso resulta do desequilíbrio de vários ciclos de 
desmineralização e remineralização. São vários os fatores que envolvem esse 
processo: intrínsecos e extrínsecos aos tecidos dentários, como microbiota, saliva, 
composição estrutural e mineral do dente, processo de difusão e cinética da 
desmineralização e remineralização (Featherstone, 2008). A Odontologia atual, 
com o avanço dos métodos preventivos, tem alcançado um controle maior da 
doença cárie. Porém, ainda é uma preocupação constante, devido a alta 
prevalência em determinados grupos. Dessa forma, observa-se um grande 
interesse na realização de estudos relacionados à cárie em esmalte ou dentina, 
buscando respostas que possam prevenir o início e ou a progressão da lesão 
cariosa. Para isto, na literatura podem-se encontrar diversos métodos e modelos 
de indução de cárie artificial tanto em esmalte como em dentina (Ten Cate et 
al.,1995; Ten Cate, 2001). 
A maioria dos experimentos envolvendo lesão inicial de cárie, as chamadas 
lesões de “mancha branca”, “cárie incipiente” ou “lesão subsuperficial”, são 
realizados em superfície lisa. Porém, considera-se a superfície oclusal como a 
mais suscetível a manifestação de lesão subsuperficial, devido a morfologia 
característica acidentada (Valera et al., 2005). Segundo Amaechi et al, (1998) a 
característica da superfície do esmalte a ser analisado, o tipo de solução/gel, a 
duração da exposição e a posição da área na superfície do esmalte, podem afetar 
a desmineralização do esmalte. Por estas características anatômicas da superfície 
oclusal, faz-se necessário encontrar um parâmetro ideal de indução de cárie 
subsuperficial em esmalte para utilização em pesquisas envolvendo esta área. 
Muitos estudos são direcionados a investigar a interação do substrato dental 
cariado com materiais odontológicos. Em geral, para esse fim, são produzidas 
lesões de cárie em estágio inicial (Meyer-Lueckel & Paris 2008). Para tal, neste 
estudo foi utilizada uma solução subsaturada em relação a hidroxiapatita (Paes 
Leme et al., 2003; Queiroz et al., 2008; Steiner-Oliveira et al., 2008; Pinto et al., 
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2009; Kantovitz et al., 2011) para induzir a formação da lesão. Dois tempos de 
imersão foram utilizados, não havendo diferença estatisticamente significante 
entre 10h e 16h na microdureza, em relação a superfície oclusal ou lisa, indicando 
que independente dos acidentes anatômicos da superfície oclusal, a produção da 
desmineralização foi similar para ambas as superfícies.  
A lesão de cárie subsuperficial comumente afeta o esmalte, seja na 
superfície lisa ou oclusal. Este tipo de lesão apresenta-se com a camada 
superficial mineralizada e uma camada subjacente desmineralizada (Figuras 
11e,11f,11g,11h,11i,11j,11k,11l), resultante da movimentação dos constituintes do 
ácido da superfície em direção ao esmalte subsuperficial  e devido ao gradiente de 
concentração, a saída de íons da área (Moreno & Zaradnik, 1974). 
Os resultados do presente estudo mostraram que os valores de 
microdureza foram significativamente menores para os grupos que foram 
submetidos à solução desmineralizadora, independente do tempo de imersão (10h 
ou 16h), da superfície analisada (oclusal e lisa) e das diferentes profundidades no 
esmalte, em comparação ao grupo controle. Além disso, pode-se observar que no 
grupo controle, em que a estrutura do esmalte apresentava-se hígida e nos grupos 
experimentais, com a desmineralização, foi observado um aumento nos valores de 
dureza em relação ao aumento da profundidade (Tabela 3), indicando que o 
esmalte naturalmente apresenta variação de dureza de acordo com a 
profundidade. Esses resultados corroboram os resultados de Pimenta et al., 1998 
onde os valores  de dureza aumentaram significativamente à medida do aumento 
da profundidade. Apesar disso, as áreas com menor dureza do grupo controle, 
encontradas nas profundidades de 10 a 50 µm apresentaram dureza 
significativamente maior que os grupos experimentais de 10 e 16 h, que não 
diferiram entre si, tanto na superfície oclusal quanto lisa (Figura 10). Uma vez que 
a microdureza do esmalte pode estar relacionada a mineralização da superfície 
(Featherstone, 1992) essa área menos mineralizada observada nos grupos 
experimentais pode estar associada a área similar a cárie dentária incipiente em 
esmalte, ou seja, a lesão subsuperficial de cárie. 
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Interessante notar que no grupo controle as médias de dureza até 50 µm 
não apresentaram diferença estatísticamente significativa, sem diferença de 10 
µm, a medida mais superficial, para a superfície lisa, enquanto que para a oclusal, 
esse fato foi verificado até a profundidade de 40 um. Entretanto, para os grupos 
experimentais foram observadas durezas similares a região mais superficial 
apenas até 30 µm para o grupo 10L e 20 µm para o grupo 10O; para o grupo 16h 
observou-se que apenas a profundidade de 20 µm não apresentou diferença em 
relação a mais superficial, tanto na superfície lisa (16L) quanto na oclusal (16O). 
De certa forma, denota a progressão da perda de dureza mais próxima a 
superfície do esmalte, com o aumento do tempo de imersão na solução 
desmineralizadora. Também foi observado neste estudo que embora no grupo 
controle não tenha havido diferença no grau de dureza das superfícies lisa e 
oclusal, nas diferentes profundidades, quando observados os grupos 
experimentais de 10h e 16h de imersão em solução desmineralizadora, em todas 
as profundidades a superfície oclusal apresentou maior dureza. Isso pode ser 
explicado em função da diferente configuração na distribuição dos prismas entre 
as superfícies oclusal e lisa, uma vez que as trocas iônicas ocorrem primariamente 
na área interprismática, indicando que possivelmente a superfície lisa é mais 
suscetível a desmineralização do que a oclusal (Ferjeskov, Nyvad e Kidd, 2005). 
Observando-se os valores das médias da microdureza nas profundidades 
140 e 170 µm, para as superfícies lisas, o grupo de 16L apresentou valores de 
microdureza significativamente maiores que 10L.  Esses resultados corroboram os 
encontrados por Amaechi et al. (1998), que verificaram aumento da profundidade 
de desmineralização em função do aumento do tempo de exposição a solução 
remineralizadora. Resultados similares também foram encontrados por Ferreira et 
al. (2007) apesar de produzirem lesões subsuperficiais de forma mais lenta. 
Segundo Boyle et al. (1998) e Larsen e Bruun (2001), a formação da lesão 
subsuperficial depende da hiposaturação da solução em relação a hidroxiapatita. 
Neste experimento foi utilizado o pó obtido a partir da moagem do esmalte. Como 
a hidroxiapatita da subsuperfície é dissolvida, na superfície do esmalte forma-se 
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um composto de apatita como resultado da adsorção de íons de Ca do pó do 
esmalte. A imersão em uma solução subsaturada pode determinar a progressão 
da desmineralizaçao do esmalte, com perda da dureza, como pode ser visto neste 
estudo, uma vez que os grupos que foram imersos por 10h apresentaram menor 
dureza do esmalte que os de 16h. Resultados similares foram observados por 
Ferreira et al. (2007), porém, eles verificaram que a perda mineral não ocorre de 
forma linear e diretamente proprocional ao tempo de imersão, mas apresenta-se 
como um processo que depende da taxa de dissolução. 
Apesar da microdureza fornecer resultados indiretos de perda ou ganho de 
minerais, para definir as características e a profundidade das lesões 
subsuperficiais, a análise mais indicada é a realizada por Microscopia de Luz 
Polarizada (Featherstone, 1992). No estudo de Lo et al. (2010), a Microscopia de 
Luz Polarizada (MLP) foi utilizada para definir quais secções de dentes tinham 
lesões cariosas. Na análise qualitativa das imagens de MLP deste estudo, pode-se 
identificar com clareza o corpo das lesões tanto nos espécimes do grupo 10h 
(10L/10O) quanto do 16h (16L/16O), conforme as zonas estabelecidas no trabalho 
de Silverstone (1973) e Gilmour et al. (1990). 
Pelas imagens de Luz Polarizada é visível nitidamente a presença de uma 
zona desmineralizada na camada subsuperficial do esmalte, indepedendente da 
superfície analisada (Figura 11e - 11l). A profundidade das lesões observadas em 
MLP em função dos tempos de desmineralização,foi significativamente maior para 
o tempo de 16h, independente da superfície analisada. A literatura tem mostrado 
que diferentes tipos de dentes podem demonstrar diferentes níveis de 
suscetibilidade à cárie (Boyle et al.,1998). 
Realizando-se uma análise comparativa entre os valores médios de 
microdureza dos grupos submetidos à indução química de cárie e a profundidade 
das lesões analisadas nas imagens de MLP, pode-se constatar que a diminuição 
na microdureza dos grupos 10L, 10O, 16L e 16O pode não estar relacionados 
diretamente com a profundidade das lesões (Tabela 3). 
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Pela análise realizada em microscopia de luz polarizada pode-se verificar 
que os grupos 16L e 16O formaram lesões maiores que os grupos 10L e 10O 
(tabela 6), embora os valores de microdureza entre esses grupos não tenham 
apresentado diferença estatisticamente significativa dentro dos valores mostrados 
nestas profundidades, obtidos a partir da microdureza transversal. Dessa forma, a 
análise da microdureza transversal parece não ser precisa o suficiente para 
identificar a profundidade de desmineralização, assim como referir diretamente o 
conteúdo mineral de uma lesão, confirmando os resultados de Magalhães et al. 
(2009), que verificaram que os valores de microdureza não são precisos o 
suficiente para calcular o conteúdo mineral e a profundidade da lesão.  
Os resultados deste estudo indicam que pode ser utilizado o padrão de 10 h 
ou 16 h de imersão em solução desmineralizadora subsaturada em relação a 
hidroxiapatita, tanto na superfície lisa, como na oclusal, para produção de lesões 
de cárie subsuperficiais, para condução de experimentos in vitro para 
entendimento dos processos de progressão, interceptação e paralisação da lesão 
de cárie. Dessa forma, o método adotado de indução química de lesão de cárie 
pode ser utilizado tanto em superfície lisa como em oclusal nos estudos in vitro, 
independente do tempo 10h ou 16h. 
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7  Conclusão 
  
 
Considerando os resultados obtidos neste experimento, e as condições em 
que foram realizados, pode-se concluir que: 
 
O método químico de indução de lesão, independente do período de 10 ou 
16 h, formou lesão de cárie subsuperficial, quando analisado por meio da 
Microdureza e a profundidade da lesão em Microscopia de Luz Polarizada, 
estando a profundidade da lesão em função do tempo de exposição a solução, 
podendo ser utilizado em estudos in vitro tanto em superfície lisa como em oclusal.  
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APÊNDICE 1 
MICRODUREZA TRANSVERSAL 
 
Tabela 2 – Análise de variância a três critérios de modelo misto, para comparação entre Tempo, 
Profundidades e Superfície. 
Efeito GL QM GL QM F P efeito efeito erro erro 
Tempo 2 1344275 42 12667,5 106,12 <0,001* 
Profundidade 9 164364 378 1165,9 140,97 <0,001* 
Superfície 1 79890 42 11981,0 6,67 0,013* 
Tempo x Prof. 18 5546 378 1165,9 4,76 <0,001* 
Tempo x Superfície 2 21408 42 11981,0 1,79 0,180 ns 
Prof. x Superfície 9 856 378 801,8 1,07 0,386 ns 
Tempo x Prof. x 
Super. 18 335 378 801,8 0,42 0,984 ns 
GL - graus de liberdade 
QM - quadrado médio 
ns - estatisticamente não significativo 
* - estatisticamente significativo 
 
 
 
LUZ POLARIZADA 
 
Tabela 5 – Análise de variância a dois critérios de modelo misto, para comparação entre Grupos 
e Superfícies. 
 
Efeito GL QM GL QM F p efeito efeito erro erro 
Grupo 1 18386,3 27 2190,8 8,39 0,007 * 
Superfície 1 1299,7 27 3701,1 0,35 0,558 ns 
Grupo x Superfície 1 10732,8 27 3701,1 2,90 0,100 ns 
GL - graus de liberdade 
QM - quadrado médio 
ns - estatisticamente não significativo 
* - estatisticamente significativo 
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